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Souhrn:

V poslednich letech celosvétoveé nariistd pocet pacientll s nddorovym onemocnénim
pigmentovych bun¢k kiize, malignim melanomem. Ackoliv mezi nejcastéji pouZivané
metody diagnostiky maligniho melanomu patii chirurgickd biopsie, mnohé vyzkumy
poukazuji na vyhody tekuté biopsie a vyuziti cirkulujicich molekul mikroRNA z periferni
krve jako novych biomarkeri. Cilem této bakalaiské prace byla izolace molekul RNA
ze vzorkll plazmy pacientli s melanomem a nasledné stanoveni hladin exprese vybranych
mikroRNA, které se dle literarni reserse jevily jako vyznamné v souvislosti s malignim
melanomem. Vysledkem je statistické vyhodnoceni vytéznosti metody izolace RNA
kolonkovou metodou a Cistoty ziskané RNA. Dale bylo stanovenim na pilotnim souboru
pacientt ziskano 5 mikroRNA, které vykazuji souvislost s délkou bezptiznakového obdobi
(disease-free interval, DFI) a 6 mikroRNA, které vykazuji souvislost s celkovym ptezitim
(overall survival, OS). Ziskané vysledky budou vyuZity v §ir§im vyzkumu Ustavu biologie
Lékaiské fakulty Univerzity Karlovy v Plzni, s cilem uplatnéni vyznamnych mikroRNA
jako prognostickych markerti pfi rozhodovani o adjuvantni 1é€bé pacienti 1é¢enych pro

melanom.
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Summary:

In recent years, the number of patients with malignant melanoma, a cancer of the
pigment cells of the skin, has been increasing worldwide. Although surgical biopsy is one of
the most commonly used methods for the diagnosis of malignant melanoma, many studies
point to the benefits of liquid biopsy and the use of circulating microRNA molecules from
peripheral blood as potential new biomarkers. The aim of this bachelor's thesis was to isolate
RNA molecules from plasma samples of melanoma patients and subsequently determine the
expression levels of selected microRNAs that, according to a literature search, appeared to
be significant in relation to malignant melanoma. The result is a statistical evaluation of the
yield of the RNA isolation method by column method and the purity of the obtained RNA.
In addition, 5 microRNAs showing an association with disease-free interval (DFI) and 6
microRNAs showing an association with overall survival (OS) were obtained by
determination in a pilot cohort of patients. The obtained results will be used in a broader
research of the Institute of Biology, Faculty of Medicine, Charles University in Pilsen,
with the aim of using significant microRNAs as prognostic markers in decision-making

about adjuvant treatment of patients treated for melanoma.



Predmluva

Bakalaiska prace se zamétuje na v poslednich letech stale aktualngjsi téma, ¢imz je
nadorové onemocnéni maligni melanom. Do problematiky vcasné detekce tohoto
onemocnéni, volby vhodné 1écby a detekce piipadné recidivy vnasi ptiznivé vyhlidky
molekuly mikroRNA, které by mohly nalézt uplatnéni jako nové biomarkery. Cilem této
bakalaiské prace je izolace molekul mikroRNA z plazmy periferni krve pacientt, ktefi
se 1é¢i s melanomem, zjisténi vytéznosti metody a Cistoty izolované RNA. Soucasti je také
stanoveni hladin exprese izolované miRNA metodou RT real-time PCR a zhodnoceni, zda
nékteré z vybranych mikroRNA vykazuji specificky vztah k dobé celkového pieziti
a bezptiznakového obdobi u pacientd s melanomem. Tato bakalafska prace je soucasti
$irsiho projektu, ktery probiha na Ustavu biologie Lékaiské fakulty Univerzity Karlovy

v Plzni.
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UvVOoD

Melanom, nadorové onemocnéni pigmentovych bunck kize, patii K nejcastéjsim
onkologickym onemocnénim a jeho incidence Vv poslednich letech celosvétové narusta.
Na druhou stranu pokroky v onkologické 1é¢bé, zvlasté uplatnéni biologické 1éCby,
prodluzuji pfedevs§im pteziti pacientil a soucasné zlepsSuji kvalitu jejich Zivota (Fikrle et
Pizinger, 2010). Zaroven nova onkologickd lécba (imunoterapie, nizkomolekularni
inhibitory) se zacina uplatiovat i v podob¢ zajistovaci 1écby. S vybérem vhodné
onkologické 1éCby je tzce spojeno stanoveni progndzy onemocnéni. V soucasné dobé se pro
tyto ucely pouzivaji kromé zobrazovacich metod také biomarkery, jejichz vlastnosti
pomohou rozliSit normalni biologické procesy V lidském téle od procesi patogennich
a nadorovych. Proto mohou byt biomarkery vyuzity také k detekci piipadné recidivy
onemocnéni. Kromé proteinovych markeri, naptiklad S-100B, ziskavaji v soucasnosti stale
vétsiho vyznamu biomarkery nukleovych kyselin, at’ jsou to molekuly ctDNA (detekce
konkrétni mutace), tak ve vyzkumu vyuzivané rizné typy nekddujicich RNA, napiiklad

mMiRNA nebo IncRNA.

Cilem této bakalarské prace je zméfit hladiny exprese vybranych molekul miRNA
V plazmé pomoci metody RT real-time PCR, vcetné izolace molekul RNA z plazmy,
zmeéteni koncentrace a stanoveni parametru Cistoty. Bakalarska prace je soucasti SirSiho
projektu probihajiciho na Ustavu biologie Lékatské fakulty Univerzity Karlovy v Plzni,
jehoz cilem je stanovit molekuly mikroRNA v plazmé pacienti chirurgicky 1é¢enych
pro melanom a ur¢it, zda hladiny mikroRNA ptedopera¢nich, pooperacnich odbéri a hladiny

v obdobi follow-up mohou mit prognosticky vyznam.

Bakalarska prace je ¢lenéna na teoretickou a praktickou cast. Teoretickd cast
se zabyva problematikou procesu karcinogeneze a vzniku nadorového onemocnéni
s vymezenim 0smi charakteristickych vlastnosti maligniho nadoru. Nasleduje popis
onkologického onemocnéni kiize — maligniho melanomu, vcetné incidence, rizikovych
faktorti, klinického obrazu, 1é€by 1 ctyt zakladnich variant onemocnéni. Dalsi c¢ést
je zaméfena na molekuly mikroRNA, jejich biogenezi, funkci a vlastnosti, kterymi se fadi
na pozici potencialnich kandidati na biomarkery nadorovych onemocnéni. Souvisejicim
tématem je problematika pfistupu tekuté biopsie (liquid biopsy), jakozto metody citlivéjsiho

ziskani vzorku pro stanoveni diagnozy, progndzy a ptipadné 1é€by nadorovych onemocnéni.
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Posledni kapitolou teoretické ¢asti jsou metody kvantitativniho stanoveni molekul miRNA,

z nichz nejhojnéji vyuzivana je metoda RT qPCR, zvlasté RT real-time PCR, ptipadné NGS.

Obsahem praktické ¢asti je izolace molekul mikroRNA z 50 vzorki plazmy pacientt
léCenych pro melanom a nasledné stanoveni hladin ziskanych molekul metodou
RT real-time PCR u 44 vzorki. Stanoveni probihalo v laboratofich Ustavu biologie Lékatské
fakulty Univerzity Karlovy v Plzni. Soucasti praktické ¢asti je popis kroka jednotlivych
metod, hodnoty stanoveni koncentraci a Cistoty izolované miRNA, vcetné statistického
vyhodnoceni. V neposledni fad€ jsou uvedeny také statisticky vyhodnocené vysledky
stanoveni molekul miRNA v plazmé metodou RT real-time PCR a jejich vztah

K parametrim pteziti. Soucasti prace je také obrazova piiloha vcetné tabulek a grafi.
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TEORETICKA CAST

V teoretické ¢asti je popsan proces karcinogeneze a jeji obecné rysy. Nasleduje ¢ast
vénovand malignimu melanomu a molekuldm mikroRNA. V dalsi ¢asti prace je rozebran
aktualni pohled na metodiku tekuté biopsie, jejiz soucasti je 1 stanoveni molekul RNA
Vv plazmé u onkologickych pacient. V zavérecné kapitole teoretické ¢asti jsou popsany

metody kvantitativniho stanoveni molekul RNA.

1 PODSTATA KARCINOGENEZE

Pojmem karcinogeneze nebo také kancerogeneze je oznaCovan mnohastupiovy
proces, pii kterém se z fyziologicky fungujici bunky stava buiika nadorova (Adam et al.,
2009).

1.1 Obecné pric¢iny vzniku nadorovych onemocnéni

Nadorova onemocnéni jsou geneticky podminéné choroby, které v soucasné dobé
patii mezi nejCastéjSi genetickd onemocnéni. Pficin vzniku a rozvoje nddorového
onemocnéni je cela fada. Hlavni pfi¢inou je vznik mutaci klicovych genu regulace
bunééného cyklu, apoptdzy a oprav DNA. Tyto geny jsou dle vysledného efektu z hlediska
karcinogeneze oznacovany jako protoonkogeny, resp. tumor-supresorové geny (Brdicka,

2015) a je jim vénovana samostatna kapitola.

Dulezitou roli hraje v procesu karcinogeneze ,,vhodné prostiedi®, které je nutnym
predpokladem transformace normalni buiiky na nadorovou buiiku. Zde je zasadni genomova
nestabilita burnky, kterou Douglas Hanahan a Robert A. Weinberg v roce 2011 zatadili
do skupiny tzv. povolovacich mechanismt. Nestabilitou genomu se rozumi poruchy
kli¢ovych mechanismii, které zajiStuji kontrolu a opravy genomu, ¢imz zabranuji
karcinogenezi. Mohou se rozliSovat do dvou trovni — porucha repara¢nich mechanismi
genomové DNA a porucha kontrolnich bodli v bunééném cyklu. Repara¢ni mechanismy
DNA slouzi k vyhledavéani a opravé chyb na urovni poradi bazi, které vznikly béhem
replikace, rekombinace ¢i disledkem dal$ich vlivii. Nejcastéji poSkozenymi mechanismy
v nadorovych bunkach byva nukleotidovd excizni oprava a oprava Spatného parovani.
Druhou urovni genomové nestability je porucha kontrolnich bodi v bunééném cyklu,
coz vede ke zménam na urovni chromozomi. Reciproka translokace a aneuploidie jsou
nejvice frekventované strukturni a numerické aberace spojené se vznikem nadorového

onemocnéni (Adam et al., 2009; Hanahan et Weinberg, 2011; Snustad et Simmons, 2017).
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Krom¢ zmén sekvence DNA muze v buiice dojit k negenetickym (epigenetickym)
zméndm, které sice nevedou ke zméné poradi nukleotidd, presto v§ak mohou mit podobné
dasledky. Epigenetické zmény jsou specifické tim, Ze ovliviiuji genom pomoci chemické
remodelace struktury chromatinu. Jak bylo feceno, nezahrnuji zménu sekvence DNA a lze
tedy jednoduSe fict, ze epigenetické mechanismy ovliviiuji fenotyp, aniz by ovlivnily
genotyp. Prikladem je metylace DNA v oblasti CpG ostravk, acetylace histontl, inaktivace
chromozomu X ¢i genovy imprinting. Nejvyrazn€j$im mechanismem, ktery byva poskozen
u nadorovych bun¢k, je pravé metylace CpG. V takovém piipadé¢ dochazi k aberantni
hypermetylaci CpG ostrivki, coz zapfi¢inuje inaktivaci tumor-supresorovych genti (Adam

et al., 2009; Snustad et Simmons, 2017).

Podil na zménéch v bunééném genomu maji i dalsi faktory, které mohou tyto zmény
bud’ pfimo iniciovat (tzv. mutageny) anebo podporovat v dal§i progresi, ¢imz dochdzi
K rychlej$imu a intenzivnéj§imu rozvoji nadorového onemocnéni. Jedna se o vlivy exogenni
a endogenni. Exogenni vlivy plsobi na organismus zven¢i. Ptikladem jsou ucinky
karcinogennich latek, expozice ionizujicimu zéfeni nebo nasledky infekce karcinogennich
virt (virus Epstein-Baarove, Papillomaviry, aj.). Endogenni vlivy vznikaji uvnitf organismu.
Piikladem je reaktivita volnych kyslikovych radikald, které vznikaji jako neZadouci

produkty bunééného metabolismu. (Brdicka, 2015).

1.2 Klicové geny poskozené v procesu karcinogeneze
Jak jiz bylo teCeno v ptfedchozi kapitole, nejCastéji zasazenymi geny, které stoji

za rozvojem nadorové transformace buiiky, jsou protoonkogeny a tumor-supresorové geny.

1.2.1 Protoonkogeny

Geny nazyvané onkogeny byly poprvé objeveny v genomu retrovirti. Mohou zménit
procesy intracelularni signalizace hostitelské bunky a transformovat ji na nédorovou.
Homolognimi geny k virovym onkogenim jsou lidské protoonkogeny. Protoonkogeny jsou
specifické geny, které se bézn¢ vyskytuji v organismu. Koduji proteinové produkty
zodpovédné za regulaci proliferace a vyvoje bunck, pfedev§im ristové faktory,
jejich receptory, transkripéni faktory a dalsi. Pokud dojde k mutaci protoonkogend, vznika
aktivovany onkogen, ktery indukuje vznik nadoru (Kontomanolis et al., 2020; Snustad et
Simmons, 2017).

K rozvinuti pIn¢ aktivniho onkogenu posta¢i mutace pouze v jedné dominantni alele
dan¢ho protoonkogenu. Diky tomu Ize onkogeny nazyvat dominantnimi aktivatory
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nadorového bujeni. Mutace protoonkogenli vznikaji nejcastéji spontannimi defekty
Vv pribéhu bunécného déleni, malokdy dochazi k ptenosu v zarode¢né linii na potomstvo.
Ptikladem mutacnich procest, které vedou ke vzniku onkogenii jsou chromozomalni
translokace, bodové mutace nebo genové amplifikace (Kontomanolis et al., 2020; Snustad
et Simmons, 2017).

Jednim z nejc€astéji mutovanych protoonkogent je rodina Ras, ktera koduje signalni
proteiny vazajici a zaroven S$tépici guanosintrifosfat (GTP). Po navazani proteinu Ras
dojde k aktivaci a zaroven ke §tépeni GTP na guanosindifosfat (GDP). V piipadé mutace
genu V-ras dojde k vazbé a aktivaci, ale $tépeni jiz nenastava, diky ¢emuz vznika stale
aktivovany signalni protein, ktery indukuje bunécné déleni. Mutovany gen Ras lze najit
u pacientd s kolorektalnim karcinomem, karcinomem slinivky bfi$ni, nebo u akutni

myeloidni leukémie (Masopust et Prasa, 2003; Tomasek, 2013).

1.2.2 Tumor-supresorové geny

Antionkogeny neboli tumor-supresorové geny je skupina genu, jejichz produkty hraji
kli¢ovou roli v regulaci bunééného cyklu, véetné inhibice proliferace a déleni bunék, indukce
apoptozy a oprav DNA. Tim piispivaji k normalnimu bunéénému vyvoji a brani rozvinuti
nadorového bujeni. Pro inaktivaci tumor-supresorovych gend je nutna mutace v obou
danych recesivnich alelach, ¢imz se patrné lisi od vzniku mutaci v protoonkogenech. Dalsim
rozdilem je piivod mutace, ktery miiZze u tumor-supresorovych gentli byt ze 40 % dédicnym
pienosem, ale zaroven isomatickou mutaci, ktera vznika sporadicky u 60 % pftipadu.
Malokdy vsak v organismu dojde k mutacim obou recesivnich alel soubézné. Inaktivaci
tumor-supresoru a vysledné rozvinuti naddorového fenotypu vysvétluje tzv. , Knudsova
hypotéza dvou zasahti* z roku 1971. Dle teorie dochazi nejprve k tzv. prvnimu zasahu, jimz
mize byt dédi¢na nebo sporadicka mutace prvni alely. Druhym zasahem je posléze
sporadicka mutace druhé alely Vv prabéhu Zzivota. Vysledkem je inaktivovany tumor-
supresorovy gen a volna cesta ke vzniku nadoru (Kontomanolis et al., 2020; Snustad et
Simmons, 2017).

Velmi dilezitym tumor-supresorovym genem je gen Rb. Jeho funkci je tvorba
proteinu pRB, ktery blokuje transkripcni faktory, ¢imz inhibuje transkripci specifické
mRNA pro rastové faktory. Mutaci Rb vznika nador oka zvany retinoblastom. Dal$im
zastupcem rodiny tumor-supresora je gen TP53, kodujici protein p53, jenz mé na starost

monitoraci poskozeni bunécné DNA. Mutace genu TP53 stoji naptiklad za vznikem
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syndromu Li-Fraumeni (Masopust et Priisa, 2003; Snustad et Simmons, 2017). Funkce pRb

a p53 bude podrobnéji rozebrana v podkapitole Poruchy inhibitord buné¢ného déleni.

1.3 Karcinogeneze je mnohastupnovy proces

Za rozvojem nadorového onemocnéni obvykle nestoji pouze jedna genetickd zména
Vv jediném genu. Bylo zjisténo, Ze vznik rakoviny je proces mnohastupniovy, pii kterém
dochdzi k nahromadéni genetickych zmén, které poskytuji nddorovym bunkam selekcni
vyhodu. Diky tomu za¢nou nadorové buiiky postupné dominovat nad zdravymi bunikami
v dané tkani. Odhaduje se, Ze pro rozvoj maligniho fenotypu je zapotiebi nahromadéni
alesponn 4 genetickych zmén. Skutecnost, ze se jednd o kumulace rGznorodych zmén
Vv genomu buiiky, stoji za rozmanitosti a komplikovanosti nddorovych onemocnéni. Tato
heterogenita zpisobuje komplikace naptiklad pii vybéru G¢inné 1é¢by (Adam et al., 2009;
Snustad, et Simmons, 2017).

1.4 Priabéh karcinogeneze
Vyvoj naddorového onemocnéni byva zpravidla dlouholetou zalezitosti. Primérna

doba rozvoje nadorového onemocnéni je 5-10 let. Tuto pfeménu lze rozdélit do 3 fazi

(Masopust et Prisa, 2003).

.....

je Casove kratka, avSak nevratna. Bunka ziskava potencial transformovat se do maligni
podoby. Nasleduje fadze promocni, kdy jsou mutaci zasazené builkky stimulovany
promoc¢nimi faktory k ¢ast€j$i a masivnéjsi proliferaci. Pokud se uc¢inky promo¢nich faktort
kumuluji, bunky se transformuji v maligni. Naopak, v pfipadé, ze jsou promocni faktory
utlumeny, dochdzi ke zpomaleni, v nékterych pfipadech az k zastaveni maligni
transformace. Z tohoto divodu muize promoc¢ni faze trvat az n¢kolik desitek let. Posledni
fazi je faze progrese, v niz se nahromadi genetické zmény charakteristické pro maligni nador

(Masopust et Prisa, 2003). Tyto vlastnosti jsou podrobné&ji rozebrany v nasledujici kapitole.

1.5 Charakteristické vlastnosti maligniho nadoru

Kazda buiikka ma ve svém genomu zabudovany systém obrannych protinadorovych
mechanismu, ktery vyuzivd k udrZeni stability a fyziologickych bunéénych funkci.
Charakteristické vlastnosti maligni transformace definovali Douglas Hanahan and Robert A.
Weinberg v roce 2000 a doplnili v roce 2011. Jsou to: sobéstacnost v tvorbé proliferativnich

signali, poruchy inhibitori bunééného déleni, rezistence k aktivaci apoptozy, ziskani
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neomezeného replikacniho potencialu, indukce angiogeneze, aktivace invazivity a ziskani
metastatického potencidlu, poruchy energetického metabolismu a 0slabeni vlivu imunitniho
systému. Téchto osm zasadnich zmén v bunécné fyziologii reprezentuje zdatily prinik do
obranych mechanismi buiiky, coz umozni pieziti nadorovych bunék a jejich néaslednou
proliferaci a Sifeni. Je nutné podotknout, ze k moznosti rozvinuti téchto vlastnosti jsou
zapotiebi jiz zminéné povolovaci mechanismy, jimiz jsou kromé nestability genomu (viz

vyse) také poruchy v protinadorové zanétlivé reakci (Hanahan et Weinberg, 2000; 2011).

1.5.1 Sobéstacnost v tvorbé proliferativnich signalu

Skute¢nost, ze nddorové bunky ziskdvaji autonomii k riistovym signalim, byla
definovéana jako jedna =z prvnich charakteristickych vlastnosti nadorovych bunék.
Fyziologicky normalni buniky potiebuji ke své proliferaci ristové signaly, jejichz sekrece
je peclive kontrolovana. Tyto signaly iniciuji vstup do cyklu bunééného ristu a déleni bunky.
K mechanismu t¢inku riistovych signaltt dochazi pomoci specifickych transmembranovych
bunécnych receptori. Molekula proliferativniho signalu (nejcastéji urcity ligand) se navaze
na receptor, ¢imz spusti signalni drahy uvniti buniky. Tyto drahy nésledné donesou informaci
do jadra bunky, kterd na podnét zareaguje proliferaci. V soucasné dob¢ vSak stale nejsou
zcela znamy presné mechanismy a podminky vzniku ristovych signalt, nebot” jsou ¢asové
a prostorové regulovany z dané buriky na buiky sousedni (Hanahan et Weinberg, 2000;
2011).

Nédorové bunky vyvinuly velké mnozstvi strategii, diky kterym se stavaji
v ristovych faktorech sobéstacné, coz vede k mitotické hyperstimulaci. Ziejmé
jsou molekulové zmény na tiech zakladnich trovnich: na Grovni extracelularnich ristovych
faktorii, na Grovni transcelularnich receptortt a na trovni intracelularnich signalnich drah.
Ptikladem zmén na rovni extracelularnich rastovych faktord jsou ptipady, kdy naddorové
buniky vysilaji signaly, kterymi stimuluji okolni normalni bunky. Stimulované bunky
nasledné¢ odpovidaji tvorbou nadbytku rastovych faktord. V jiném piipadé¢ bylo
zaznamenano, ze nadorové bunky si samy dokazi produkovat ligandy ristového faktoru,
¢imz se stavaji zcela nezavislych na okolnich bunkéch. Zndmou zménou na urovni
transcelularnich receptort je naptiklad zvySeni poctu receptort. V tomto ptipad¢ nadorové
bunky hyperreaguji na jinak limitujici mnozstvi ligandu. Ptikladem je overexprese receptoru
EGF-R/erbB u karcinomil Zaludku, mozku a prsu nebo receptoru HER2/neu v karcinomech

zaludku a mlééné 7lazy. Casto dochazi také ke strukturdlnim zménam v molekulach
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receptort, ¢imz nastane signalizace nezavisla na ligandu (Hanahan et Weinberg, 2000;
2011).

1.5.2 Poruchy inhibitori bunééného déleni

Bunéény cyklus je ve vSech normalnich bunikiach velmi pfisné regulovan
prostiednictvim antiproliferativnich signalti. Jedna se o molekuly s inhibi¢ni funkci, které
mohou byt jak navézané na povrchu okolnich buné¢k, tak rozpusténé v extraceluldrnim
prostoru (napiiklad TGFb). Do buiky se tyto molekuly dostavaji stejnym zpisobem jako
molekuly rstovych signdll, tedy prostfednictvim transmembranovych receptori. Klicovou
funkei inhibi¢nich signalt je blokace proliferace dvéma odliSnymi mechanismy. Prvnim
je indukce buniky ke stazeni se do GO faze, tzv. klidové. V této fazi se bunka nedéli, pouze
plni své zakladni funkce a po odstranéni potizi se muze vratit zpét do bunécného cyklu.
Druhym mechanismem je donuceni buniky k ptechodu do G1 faze, tzv. postmitotické. Bunika
tak vynecha fazi mitdzy, ve které by mohla v ptipadé poskozeni pienést genetickou chybu
do dcefinych bun¢k. Tim se trvale vzda replikacniho potencidlu a dochazi k jeji diferenciaci

(Hanahan et Weinberg, 2000).

VsSechny antiproliferativni mechanismy jsou zavislé na pilisobeni tumor-
supresorovych gent, konkrétné na jejich produktech — proteinech pRB a p53. Tyto proteiny
funguji jako fidici uzly v kontrolnich fazich bunééného cyklu. Protein pRB piijima signaly
z riznych, pfedev§im extraceluldrnich zdrojii a na jejich podklad€ rozhoduje, zdali bude
bunka v bunééném cyklu pokracovat. Jednim z hlavnich regulacnich mechanismu pRb je
systém cyklini a cyklin-dependentnich kinaz. Kindzy jsou enzymy, které katalyzuji preménu
substratii, diky ¢emuz bunice umozni pfechod do nésledujici faze. Regulatory kindz jsou
proteiny cykliny, které v ptislusny Cas a za ptisluSnych podminek kindzu aktivuji. Pfikladem
je systém cyklinu D s Cdk4 a Cdk6, ktery fosforiluje pRB, ¢imZz dojde k uvolnéni
transkripcniho faktoru E2F. Tento faktor poté aktivuje expresi gend nutnych k realizaci
S faze bunécného cyklu (Adam et al., 2009; Hanahan et Weinberg, 2000; 2011). Naopak
protein p53 funguje jako transkripéni faktor, diky své funkci nazyvany ,,strazce genomu®.
Monitoruje signaly z intraceluldrnich zdroj, zejména poSkozeni DNA, a ze senzori
bunééného stresu. V piipad¢, Ze shledd buniku néjakym zplisobem nevhodnou k dalsi
proliferaci, spusti genovou expresi gend, které svymi produkty zastavi jeji bunécny cyklus.

V kritickych ptipadech p53 indukuje zahajeni apoptozy (Hanahan et Weinberg, 2000; 2011).
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Pro své preziti a rozvoj je zapotiebi, aby se nadorové bunky vyhnuly takto silnym
regulaénim programliim. Zpusoby jsou principidlné velmi podobné tém, které nadorové
bunky uplatiiuji v souvislosti se sobéstacnosti v proliferativnich signalech. Prikladem
je snizena citlivost receptoru na signalni molekuly TGFb nebo jejich celkova dysfunkénost.
Vysledkem je neregulovany vznik komplexu Cyklin D s Cdk4, ktery inaktivuje pRB. Burka
tak prochazi nekontrolované¢ do S faze bunécéného cyklu i v pfipad€, ze je poskozena

(Hanahan et Weinberg, 2000).

1.5.3 Rezistence k aktivaci apoptozy

Programovand bunéénd smrt neboli apoptéza je velmi pfisné regulovany
mechanismus, ktery slouzi k odstranéni jiz nefunk¢nich ¢i ireverzibilné poskozenych bunék
z organismu. Fyziologicky nastava naptiklad pti embryogenezi, eliminaci autoreaktivnich
T-lymfocytd nebo v ur€ité fazi menstruacniho cyklu. O patologickém procesu Ize hovofit
ve chvili, kdy je spusSténa na zaklad¢ poskozeni bunky néasledkem vystaveni bunéénému

stresu (Masopust et Prusa, 2003).

Mechanismus apoptdzy muize probihat nc¢kolika zplsoby, zdsadni jsou vSak dvé
hlavni signalni drahy — intracelularni (vnitini) a extracelularni (vngj$i). Vné&j$i draha byva
aktivovana naptiklad pifi napadeni buiiky intracelularnim parazitem. PoSkozené buiky
vystavuji na svém povrchu Fas-receptory, tzv. ,receptory smrti“. Ty jsou nasledné
rozpoznany Fas-ligandy, které se na receptor napoji a vznikne komplex. Vnitini dréha
se uplatnuje naptiklad, pokud hrozi poSkozeni buné¢né DNA. Klicova je zvySend exprese
p53, coz zplsobi navazani proapoptickach proteinti na membranu mitochondrie. Nasledné
dojde k vyliti cytochromu C do cytosolu a degradaci mitochondrii. Ob¢ tyto drahy sméfuji
ke spolecné c&asti, kterou je aktivace kaspazové kaskady. Kaspazy patii do skupiny
proteolytickych enzymd, jejichZ funkci je St€peni proteind jadra a cytoskeletu (Hanahan et
Weinberg, 2000; 2011; Masopust et Prisa, 2003).

Vysledkem je postupné zmensSovani bunky, kondenzace jaderného chromatinu, lyza
organel. Cytoplazma se odstépuje a obklopena zbytky cytoplazmatické membrany tvoii tzv.
apoptoticka téliska. Diky témto vackiim nedochdzi k vyliti cytoplazmy s bunéénym obsahem
do extracelularniho prostoru, a tedy ani k zané&tlivé reakci, kterd vznika pfi nekroze. Na zaver
jsou apoptoticka téliska fagocytovana okolnimi a profesionalnimi imunitnimi bufikami

(Masopust et Prisa, 2003).
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Existuje hned nékolik zplisobi, jak se nadorové bunky stanou rezistentnimi k jedné
Z hlavnich bariér proti rakoving. Prvnim a nejéastéjSim zptisobem je ztrata funkce tumor-
supresorového genu TP53, coz vede k naruSeni vnitini signalni drahy aktivace. Apoptdza je
velmi piisné regulovana systémem pro a protiapoptotickych proteini skupiny Bcl-2, a proto
je logické, ze dalsim mechanismem vzniku rezistence K jeji aktivaci je zvySeni exprese
antiapoptotickych regulatort. Poslednim zptsobem je defekt ve Fas-receptoru, ktery

znemozni realizaci vnéjsi signalni drahy aktivace (Hanahan et Weinberg, 2000; 2011).

1.5.4 Ziskani neomezeného replika¢niho potencialu

Mohlo by se zdat, Zze pokud Vv buiice dojde k deregulaci proliferace mechanismy
popsanymi vyse (tedy k poruse citlivosti k proliferativnim signalim a indukci apoptozy),
musi se zcela jist¢ bunka transformovat na buniku nadorovou. Data z mnohych vyzkumu
vSak ukézala, Ze zfejm¢ veskeré savci buniky maji zabudovany dalsi obranny mechanismus,
také nazyvany jako ,,mitotické hodiny*. Cilem tohoto programu je omezeni poctu replikaci
buriky, pfedev§im s vyuzitim molekularniho mechanismu telomer. Telomery jsou koncové
¢asti ramen linearnich chromozomt, skladajici se z repetitivnich hexanukleotidi TTAGGG.
Z podstaty mechanismu replikace je pouze jedno z nové vznikajicich vlaken syntetizovano
kontinualné¢. Druhé je syntetizovano po castech pomoci tzv. Okazakiho fragmentd.
Vysledkem tprav téchto fragmentli do kompletniho nove syntetizovaného vlakna je ¢astecné
zkraceni konci DNA chromozomu pravé v oblasti telomer. To znamena, ze se pii kazdé
replikaci zkracuje telomericka DNA na 5'- konci v dcetinych bunikach zhruba o 50-200 part
bazi. V piipad¢, ze dojde ke kritickému zkraceni telomer, coz odpovida asi 60—80 bunéénym
cyklim, bunka prechdzi do nevratné faze senescence neboli tzv. replikativniho starnuti.
V této fazi je bunka stale schopna Zivota, avSak neproliferuje. Ve vyjimecnych ptipadech
muze nastat situace, kdy se bunka fazi senescence vyhne. Dochazi tak k dalsi replikaci,
pfi které zacne bunika pfichdzet o kédujici DNA na koncich ramen chromozomd, nebot’ jiz
nejsou chranéna telomerami. Vysledkem je vznik strukturnich chromozomovych aberaci
(naptiklad dicentrickych chromozémi) a nastava faze krize. V této fazi vétSina bunééné

populace umira (Adam et al., 2003; Hanahan et Weinberg, 2000; 2011).

Pro rozvoj nadoru makroskopickych rozmért je nutné, aby doslo k defektu i v tomto
obranném mechanismu, nebot’ se jedna o program nezavisly na mezibunécné signalizaci.
Specializovany DNA enzym telomeraza dokéze dosyntetizovéavat telomerni konce DNA.
Je tvofena dvéma segmenty: RNA segmentem TR a segmentem TART, ktery ma

katalytickou funkci. Pokud neni exprimovan gen pro TART segment, nedochazi k aktivaci
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telomerazy, jak tomu je v normalnich bunkach. U 85-90 % nadorovych bunck vSak
k exprimaci dochazi a telomeraza se stava aktivni. Diky tomu nadorova bunka nepodléha
fazi senescence ani fazi krize a stava se ,,nesmrtelnou®. Typickym piikladem jsou HeLa
buniky, nadorové bunky odebrané v roce 1951 z maligniho karcinomu délozniho ¢ipku. Tyto
buniky se mimo jiné také diky aktivni telomeraze replikuji v kultivacnich kulturach dodnes

(Adam et al., 2009; Hanahan et Weinberg, 2000; 2011; Ivankovi¢ et al., 2006).

1.5.,5 Indukce angiogeneze

Novotvorba krevnich kapilar neboli angiogeneze je peclivé regulovany proces,
aktivni ve fazi embryogeneze. V dospélosti byva tento proces také spoustén, ale pouze
ptechodné ve fyziologickych ptipadech jako je hojeni ran ¢i reprodukéni cyklus u zen.
Pro vSechny bunky vcetné nadorovych je pfistup k cévam nutnosti. Diky nim mohou
ziskavat piisun zivin a kysliku a zaroven odstranovat metabolity a oxid uhli¢ity (Hanahan et

Weinberg, 2000; 2011).

Angiogeneze, jak jiz bylo feCeno, je velmi piisné regulovany mechanismus.
K tomuto tcelu slouzi systém pozitivnich signalli (aktivatort), které angiogenezi stimuluji,
a negativnich (inhibitord), které ji naopak potlacuji. Hlavnim zastupcem aktivatora je
vaskularni endotelialni rastovy faktor (VEGF), kodovany genem VEGF-A. Signalizace
ligandu VEGF muze byt regulovana na urovni jeho tfi tyrosinkinazovych receptort ¢i
prostfednictvim exprese samotného genu VEGF-A (napfi. hypoxie, onkogenni stimulace aj.).
Dalsim znamym aktivatorem je acidicky a bazicky rustovy faktor fibroblastu (FGF1/2).
Naopak vyznamnym inhibitorem je trombospondin-1 (TSP-1), jehoz exprese je regulovana
proteinem p53. Interferon o, P a angiostatin jsou dal§imi zastupci ztad inhibitort

angiogeneze (Adam et al., 2009; Hanahan et Weinberg, 2000).

Proliferujici buiikky nddorové tkané ziskavaji schopnost indukce angiogeneze
prekvapivé az v pozdé¢jsi fazi bujeni, procesem zvanym ,,angiogenic switch®. Pfi tomto
procesu dojde k dysbalanci mezi aktivatory a inhibitory. Pfikladem je inaktivace tumor-
supresoru p53, diky které dojde ke snizeni koncentrace TSP-1. Naopak aktivace
onkogenniho proteinu RAS je tzce spojena se zvySenim koncentrace VEGF, coz vede

ke stimulaci angiogeneze (Adam et al., 2009).

1.5.6 Aktivace invazivity a ziskani metastatického potencialu
Metastazy jsou nadorova loziska vzdalena od hlavni nadorové masy. Tvofti pfi¢inu

umrti U 90 % pacienti s rakovinnym onemocnénim. Jedna se o nékolikastupiiovy proces
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biologickych a biochemickych zmén, ktery 1ze oznacovat jako tzv. ,,invazivné-metastatickou
kaskadu®. V prvnim kroku naddorové bunky pronikaji z lokalné napadené tkané do ptilehlych
cév krevniho a lymfatického systému. Témito cestami se §iii do vzdalenych tkani.
Po piechodu z lumen cév do parenchymu nové tkané dochazi ke vzniku mensich shluka

nadorovych bun¢k (Hanahan et Weinberg, 2000; 2011).

Kli¢ové pro schopnost invazivity jsou procesy remodelace extracelularniho prostoru
a zmény v adhezivit¢ bunék. Mezi hlavni molekuly bunééné adheze patii kadheriny,
konkrétné kadherin E. Jednd se o transmembranové nebo s membranou asociované
glykoproteiny, jejichz funkci je vytvofeni a udrzeni rovnovahy mezi epitelidlnimi buiikami,
fizeni jejich ptezivani a proliferace. E-kadherin je kédovan tumor-supresorovym genem
CDHI, jehoz mutace vede ke snizeni exprese E-kadherinu, a tudiz podniceni invazivity

(Adam et al., 2009; Roy et Berx, 2008).

Metaloproteinazy (MMP) jsou dilezité proteolytické enzymy, které se ucastni
remodelace extracelularni matrix. Z tohoto divodu jsou cilem nadorovych buné€k pfti snaze
0 ziskani schopnosti invazivity a tvorby metastaz. Vzhledem ktomu, Ze jsou MMP
regulovany na vice urovnich, existuje mnoho mist vzniku mozného defektu. Naptiklad
zvySeni exprese MMP rastovymi faktory, inaktivace inhibitord MMP apod. (Adam et al.,
2009).

1.5.7 Poruchy energetického metabolismu

Néadorové buiiky upravuji kormé proliferace i sviij energeticky metabolismus, s cilem
podpoftit pfedev§im bunéény rlst a déleni. Prikladem je pfeprogramovéani metabolismu
glukozy prevazné na glykolyzu. Za timto i¢elem dochézi k regulaci glukézovych receptort
GLUT1 a vySsimu piijmu glukdézy do buinky. Vzniklé meziprodukty glykolyzy jsou
distribuovany do riznych biosyntetickych drah, coz usnadnuje, a piedevsim zrychluje tvorbu

makromolekul potfebnych pro vznik novych bun¢k (Hanahan et Weinberg, 2011).

S pfeprogramovanim glukézového metabolismu souvisi i fakt, Ze u nékterych nadort
byly objeveny subpopulace nadorovych bunék, znichz kazda vyuzivala jinou cestu
pro tvorbu energie. Metabolismus prvni subpopulace fungoval na principu anaerobni
glykolyzy, jejimz konecnym produktem byl laktat. Druhd subpopulace symbioticky
vyuzivala laktat pro zisk energie pomoci Krebsova citratového cyklu (Hanahan et Weinberg,

2011).
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1.5.8 Oslabeni vlivu imunitniho systému

Ve fyziologicky fungujici tkani jsou veskeré bunééné a molekularni procesy bedlivé
monitorovany bunkami imunitniho systému, ktery by mél ve vétSin€ piipada rozpoznat
pocinajici nadorové bujeni a eliminovat ho. Presto vSak dokazi buiiky solidnich nadort této
monitoraci uniknout. Mnohé vyzkumy potvrdily, ze k rozvoji nadorového onemocnéni je
nutnym predpokladem oslabeny imunitni systém. Experimentilni vyzkum na mySich
prokazal, ze defekty ve vyvoji nebo funkci imunitnich bunék vedly k evidentné vysSimu
vyskytu nadort. Konkrétné se jednalo o cytotoxické T-lymfocyty (CD8+), pomocné Thl-
lymfocyty (CD4+) a NK bunky. Piesto jsou v§ak komponenty specifického i pfirozeného
imunitniho systému velkou piekazkou pro rozvoj nadorového bujeni. (Hanahan et Weinberg,

2011).

31



2 MELANOM

Melanom je nadorové onemocnéni pigmentovych bunék kiize (melanocytl), jehoz
vyskyt v poslednich letech nardsta v celosvétovém méfitku. V Evropé bylo za rok 2010 nové
diagnostikovano 15 piipadi na 100 tisic obyvatel (Fikrle et Pizinger, 2010), zatimco za rok
2014 se pouze v Ceské republice nové diagnostikovalo 22,9 piipadi na 100 tisic obyvatel
(Kodet et Krajsova, 2017). Nejvice ohrozenou skupinou jsou pacienti s bilou barvou pleti,
nejCastéji ve stiednim a starSim veéku. Postizeni pacientli s tmavsi barvou pleti byva
vzacnéjsi, stejné tak vyvoj maligniho melanomu u déti v predpubertalnim véku. U muzu je
maligni melanom patym nejcastéjSim rakovinnym onemocnénim, u Zen Sestym (Ahmed et

al., 2020; Fikrle et Pizinger, 2010).

2.1 Etiologie a rizikové faktory vzniku melanomu

Rizikové faktory ovliviiujici vznik melanomu lze klasifikovat na genetickou
a fenotypovou vybavu jedince a na vlivy vnéjSiho prostfedi. Pfi¢ina vzniku melanomu
na genetickém podkladu byva z 10 % zplsobena autozomaln¢ dominantnim zdédénim
mutace od jednoho z rodi¢u. Familiarni melanom byva nejcastéji zpisoben germinalni deleci
na kratkém raménku chromozomu 9, v oblasti 9p21. Zde se nachazi dilezité geny CDKN2A
a Cdk4, jejichz produkty pl4 a pl6 maji dilezitou regulaéni funkci bunééného cyklu.
Mezi dalsi mutované geny nalézané u maligniho melanomu, se fadi poskozeni tumor-
supresorového genu BAPI, ktery koduje BRCA1-associated protein 1 (Fikrle et Pizinger,
2010; Kodet et Krajsova, 2017). Funkci jeho proteinového produktu BAP1 je regulace
diferenciace, oprav. DNA a dal$ich ¢asti bunééného cyklu (Foretova et al., 2019).
V neposledni fad¢ je nasnad€ zminit geny MITF, MCIR nebo RB1, jejichZz mutace se taktéz
muZe projevit vznikem maligniho melanomu. Melanom vznikajici de novo je zplsoben
somatickou mutaci, Z niz nejcast&jsi byva v genu BRAF (Fikrle et Pizinger, 2010; Kodet et
Krajsova, 2017). Konkrétnim ptikladem je zaména v exonu 15, kde je na pozici 600 misto
valinu zafazena kyselina glutamova. Tato mutace se oznacuje BRAF-V600E a nachazi

se piiblizné u 50 % vsech pacientti s melanomem (Varrone et Caputo, 2020).

Z rizikovych faktorti vnéjSiho prostiedi je nejlépe zdokumentovany vliv UV zéfeni.
Riziko tvorby melanomu vznika po opakovaném spaleni klize pfi pobytu na slunci,
pfi pobytu v solariich s neodborné instalovanymi zdroji UV zafeni, a dalsi. Nejrizikovéjsimi
skupinami jsou déti a osoby s koznim fototypem I a II (velmi svétla ktize, svétlé vlasy, modré

oci) (Kodet et Krajsova, 2017). Existuje také nékolik geneticky podminénych syndromd,
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kdy jsou pacienti na UV slozku slune¢niho zafeni extrémné citlivi. Jako ptiklad l1ze uvést
onemocnéni Xeroderma pigmentosum, které se vyznacuje okamzitym popalenim kiize,

zvySenym vznikem puchyit a melanomu po vystaveni UV zafeni (Lehmann et al., 2011).

2.2 Klinicky obraz a diagnostika

Zhruba 10-20 % melanomu vznika ze ziskanych dysplastickych melanocytarnich
probiha pfiblizné¢ do 30. roku. Pokud pocet normalnich névi piesahne 100, riziko
transformace na melanom se zvysuje. Nikoliv vSak tolikrat, jako u pacientu, ktefi
zaznamenaji vznik vét§iho mnozstvi ptimo dysplastickych névu do 30. roku zivota (Kodet

et Krajsova, 2017).

Rozeznani dysplastického névu od pocinajici maligni melanocytarni transformace
byvd mnohdy obtizné. Proto byl jiz vroce 1985 zaveden systétm ABCDE, jehoz
jednoduchost umoziiuje usnadnéni diagnostiky pocinajiciho melanomu i pro neodbornou
vefejnost. Kazdé jednotlivé pismeno ve zkratce ABCDE ma sviij vyznam. A (Assymetry)
udavé nepravidelnost tvaru pigmentového névu. B (Border irregularity) znamena, Ze okraje
névu nejsou plné ohranicené, ale spiSe nejasné a neptesné. C (Color variegation) je oznaceni
pro rtiznobarevnost névu, zahrnujici hnédou a ¢ernou barvu. U nalezu Sedavé, modré nebo
cervené barvy je nutné dbat zvySené pozornosti. D (Diameter) definuje pramér daného névu.
V piipadé, ze pramér piesahuje 6 mm, mize se jednat o tvofici se melanom. Poslednim
parametrem je E (Evolving), tedy rozvoj névu v ¢ase. Tento parametr byl sice piidan pozdéji,
presto ma vsak pro diagnostiku zasadni vyznam (TteSkova et al., 2014; Kodet et Krajsova,
2017).

Ackoliv je diagnostické pravidlo ABCDE piesné a jednoduché, v nékterych
pfipadech nepostaci k definitivnimu urceni diagnozy. Neinvazivnim vySetfenim, které
se pouziva pro zpiesnéni vysledku je dermatoskopické vySetfeni. Funguje na principu
fotografie névu, nasledného nekolikandsobného zvétSeni a zanalyzovani vySe zminénych
kritérii. (Tteskova et al., 2014). Vyhodou je bezesporu vétsi diagnosticka presnost nez
pii pozorovani pouhym okem, a také snizeni poctu chirurgickych excizi, které by mohly byt
chirurgicka excize, nasledovana histologickym vySetfenim odebrané tkan¢ (Fikrle et

Pizinger, 2010; Tieskova et al., 2014).
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Zdalo by se, ze diky jasnym a pfesné¢ danym diagnostickym postupim jsou
melanocytové transformace vcasné zachyceny. Tak tomu vSak byva v menSim mnozstvi
ptipadt. Pfic¢inou mize byt nedostate¢na znalost pacienta, strach z navstévy lékaie, nebo
i pochybeni ze strany lékafe (Fikrle et Pizinger, 2010). Velké nad&je se proto vkladaji
do nadorovych biomarkert, jejichz koncentrace se méni v zavislosti na probihajici maligni
pfeméné melanocytli. Ackoliv se na zakladé mnoha vyzkumut predpokladd diagnostické
vyuziti biomarkerti, v rutinni klinické praxi se zatim nepouzivaji. Hlavnim diivodem je

nedostateéna citlivost a specifi¢nost (Stark et al., 2015).

2.2.1 Klinické varianty maligniho melanomu

Povrchové se Sifici melanom (SSM) patii k nejcastéj$im typim maligniho
melanomu, tvofici pfiblizné 70 % ptipadi. Postihuje pacienty vSech v€kovych skupin, Castéji
vsak zeny (Longo et al., 2011). Ve vétsing ptipadd vznika na kizi de novo, mtize se ale také
rozvinout z prekurzorového dysplastického névu (Tieskova et al., 2014). SSM roste ve dvou
fazich. Nejprve podélné, paprskovitym smérem od stiedového loziska, ptfi¢emz vykazuje
obvykle kombinaci hnéd¢, ¢erné, Sedomodré ¢i bilé barvy. Tato faze mize trvat po dobu
nékolika mésict az let. Nasleduje faze vertikalniho rustu, pfi kterém se lozisko zpeviiuje
a vyvstava nad povrch okolni kiize. S touto fazi se vyrazné zhorSuje prognoza (Fikrle et

Pizinger, 2010; Longo et al., 2011).

Nodularni melanom (NM) ptedstavuje 15-30 % malignich melanomd, coz ho fadi
na druhé misto po SSM. Avsak prvenstvi zaujima v agresivité, nebot’ se jedna o nejvice
agresivni variantu malignich melanomu S velmi Spatnou prognézou. Pfi¢inou je zcela jisté
typ ristu, ktery je Castecné odliSny od ristu ostatnich typli melanomu. NM roste jiz
od pocatku vertikalné, zatimco horizontalni rtst je minimalni (Brlek et al., 2016).
Vysledkem je vyvySeny symetricky nodulus s pravidelnymi okraji, jehoz barva mize byt
riZovocervena, V piipad¢ pigmentace 1 hnéda ¢i cernd. Do nékolika mésicli od faze ristu
dochazi k ulceraci NM, k jeho krvaceni a vzniku krust (Kelly et al., 2003). Incidence NM
roste s veékem, pfiCemz postizeni byvaji zpravidla muzi star§i 50 let. Nejcastéji

zasazené oblasti jsou hlava, krk a dolni koncetiny (Brlek et al., 2016).

Lentigo maligna melanoma (LMM) tvoii 4-15 % malignich melanocytarnich
onemocnéni, vyskytujici se u pacientl starStho veku, nejcastéji nad 70 let. Postihuje
predevsim ¢asti téla, které jsou dlouhodobé vystaveny kumulativnim a¢inkim UV slozky

slune¢niho zafeni, tedy oblasti hlavy a krku. LMM se v 5-29 % tvofi transformaci
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Z prekurzorového melanomu Lentigo melanoma (LM), vznikajiciho in situ. LM se projevuje
jako pozvolna rostouci skvrna na vodorovné hranici epidermalni a dermdlni ¢asti kiize
(Rastoder et Glud, 2019). Zbarveni byva vétSinou od tmavsiho opaleni, pfes rizné odstiny
hnédé az cerné. K rozvoji LMM z LM dochdazi po zhruba 10 az 15 letech. Hlavnim znakem
je vznik vyvy$eného ttvaru (papuly) tmavsi barvy a sitova pigmentace ¢erné barvy (Situm

etal., 2010).

Akrolentigin6zni melanom (ALM) je diagnostikovan u 5-10 % melanomu. Jde
0 nejméné cCastou Vvariantu melanomu v europoidni populaci, naopak u populace
mongoloidni a negroidni se vyskytuje nejvice. ALM ma nejhor$i prognézu ze vSech typii
malignich melanomd, S ¢imz souvisi skute¢nost, ze stanoveni diagnézy byva vétSinou
az vV pozdnich stadiich onemocnéni. Divodem mohou byt mimo jiné také nespecifické
Klinické projevy, kterymi se ALM vyznacuje. Mezi obvykle postiZzené oblasti patii chodidla,
dlanég a lizka pod nehty. AvSak ptiblizné 28-34 % ALM nejsou pigmentované a lze je tak
lehce zaménit za jiné abnormality vyskytujici se na vySe zminénych mistech, naptiklad

bradavice, pliseii nohou, viedy apod. (Teramoto et al., 2020; Wouters et Thissen, 2012).

2.3 Mortalita a predikce preziti pacienti s malignim melanomem
Mortalita maligniho melanomu tvoii 80 % vSech Umrti na nadorové kozni

onemocnéni. Ackoli incidence melanomu stoupa, kiivka mortality se vice dramaticky

nemeni. To odrazi usili 1¢kai a odbornik, ktefi pracuji na zvyseni v€asné diagnostiky, ktera

byva spojena s lepsi progndzou, a zaroven efektivité terapie (Tieskova et al., 2014).

2.3.1 Klasifikace melanomu dle AJCC stanging systému

Délku preziti a prognézu 1ze nejlépe definovat na zakladé tzv. AJCC (American Joint
Committee on Cancer) stanging system, ktery byl formulovan v roce 2009, od té¢ doby vsak
mnohokrat aktualizovan a dopliiovan. Dle AJCC lze rozd¢€lit maligni melanom do ¢ty stadii

podle tloustky, miry ulcerace, mitotick¢ho indexu a dalSich kritérii (Balch et al., 2009).

Stadium I a II je spojeno S pfiznivou prognézou. Doba pieziti prvnich 10 let
od diagnézy se nejcastéji pohybuje v rozmezi 85-99 %, zalezi vSak na dalSim rozdéleni
do podkategorii T1-T4, dle vyse zminénych kritérii. Klicovou roli hraje postizeni
regiondalnich lymfatickych uzlin. V ptipad€, Ze nddorové bunky regiondlni uzliny infiltruji,
jedna se o stadium III. V tomto stadiu je hlavnim prediktivnim faktorem pocet infiltrovanych
regionalnich uzlin, pfi¢emz samotna infiltrace mtze byt mikroskopicka i makroskopicka.
Desetileta mira preziti ¢ini kolem 33-52 %. Poslednim stadiem je stadium IV, pro které jsou
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typické metastazy ve vzdalenych tkanich, kvili ¢emuz je stadium spojeno s velmi $patnou
progndzou. Dulezitou prediktivni roli zde hraje sérové hladina enzymu laktatdehydrogenazy
(LDH), podle které se pacienti rozd€luji do dalSich podskupin. V piipadé¢ zvysSené
koncentrace LDH je pacient automaticky zafazen do podskupiny, kde mira ro¢niho preziti
¢ini 18-33 %, pétiletého vsak uz jen 10 % (Balch et al., 2009; Tteskova et al., 2014).

2.4 Lécba pacientii s malignim melanomem

Zlatym standardem pro diagnostiku a zaroven i pro 1écbu je chirurgicka excize
nadorového loziska. Spole¢né s loziskem je odebiran lem zdravé vypadajicich okraja o §itce
od 5 mm do 2 cm. Sitka bezpeénostnich okrajii je stanovena na zakladé Breslowova indexu.
Excize byva zaroven namifena na prvni spadovou uzlinu po miznim toku (tzv. sentinelovou),
kde by se v pfipadé¢ invazivniho nadoru mohly nachazet metastazy. Nazory odborniki
se vSak rozchézeji, nebot’ dle nékterych vyzkuml nemd excize sentinelové uzliny vliv
na dobu preziti pacienta. Diagnosticky vyznam je vSak stale platny (Longvert et Saiag,
2019). U pacientd v pokrocilych stadiich melanomu se vyuziva chemoterapie takovymi
1é¢ivy, jejichz ucinkem je zpomaleni ristu nadorovych bunék a inhibice syntézy jejich DNA,
napt. dakarbazin nebo temozolomid. Mira odpovédi na chemoterapeutika je vSak pouze
5-15 %. V poslednich letech byly proto vyvinuty nové metody terapie, a tak je chemoterapie
vyuzivana predevsim v piipadé€, pokud uc¢innéjsi 1éCiva selhavaji (Longvert et Saiag, 2019;
Varrone et Caputo, 2020).

Nov¢jsimi moznostmi 1écby jsou imunoterapie a cilena 1é¢ba. Imunoterapie funguje
na principu inhibice kontrolnich bodi bunééného cyklu imunitnich bunék. Vysledkem je
stimulace imunitnich bun¢k, coz vede ke zvySeni protinadorové imunitni odpovédi. Mira
lé¢ebné odpoveédi se pohybuje kolem 30-58 %. Ptikladem imunoterapeutickych 1éCiv je
ipilimumab, nivolumab a pembrolizumab, véetné jejich kombinaci. Nevyhodou
imunoterapie je riziko vzniku imunopatologickych onemocnéni, predevsim kozni, jaterni,
endokrinni ¢i tradvici povahy. Ziejmé proto se dal$i vyzkumy ubiraji smérem stimulace
protinadoroveé imunity pomoci geneticky modifikovanych organismi, naptiklad virus herpes
simplex-1, ktery produkuje faktor stimulujici makrofagy a granulocyty (Longvert et Saiag,
2019).

Cilena terapie se zamétfuje na konkrétni signalni drahy a snimi souvisejicimi
proteiny. U zhruba poloviny vSech diagnostikovanych melanomut se nachazi mutace genu

BRAF. Z tohoto divodu jsou vyvijena lé¢iva, ktera slouzi jako inhibitory BRAF kinazy,
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konkrétn¢ mutace BRAF-V600E. Mezi ptiklady 1é¢iv patii vemurafenib a dabrafenib,
na jejichz 1é¢ebny ucinek odpovida piiblizn€é 50 % pacientti. Mutace BRAF kinazy souvisi
s mutaci signalni drahy genu MEK. Studie prokazaly az 76 % miru odpovédi pifi pouZiti
kombinace inhibitoru BRAF a inhibitoru MEK (napf. vemurafenib s kobimetinibem).
Vzhledem k tomu, ze inhibitory jsou specificky toxické, mize dojit k vyskytu nezadoucich
ucinki, od zvySené citlivosti a horecky az po dlazdicobunéény karcinom (Longvert et Saiag,
2019).
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3 MikroRNA
Nukleova kyselina mikroRNA (miRNA) byla poprvé objevena roku 1993

vyzkumnym tymem profesora Ambrose u hlistice Caenorhabditis elegans. Jde o skupinu
nekddujicich jednovlaknovych RNA, o délce pouze 19-25 nukleotidi. Jejich vznik probiha
Vjadie a vcytoplazmé¢ bunky. MiRNA maji dilezitou regulac¢ni funkci v mnoha
biologickych procesech, naptiklad proliferaci a diferenciaci bunék, apoptoze. Jejich
uplatnéni lze nalézt i v regulaci vlastnosti kmenovych bunék, bunék imunitniho systému a
samoziejmé nadorovych bunék. V neposledni fadé miRNA slouzi jako dulezity posel

v mezibunééné komunikaci (Gajos-Michniewicz et Czyz, 2019; Slaby et Svoboda, 2012).

3.1 Kanonicky model biogeneze mikroRNA

Geny pro exprimaci miRNA se nachazi na vSech lidskych chromozomech kromé
chromozomu Y. Biogeneze je velmi specificka a pfisné regulovana. Prvnim krokem je ptepis
DNA do primarniho transkriptu (pri-miRNA) enzymem RNA polymerazou Il. Vznikly
dlouhy transkript se dale $tépi v bunécném jadie komplexem proteind, tzv. ,,Microprocessor
complex®“. Ten se skladd z ribonukledzy Drosha a proteinu DGCRS (nebo také Pasha
u Drosophily Melanogaster). Vysledkem je vznik prekurzorové struktury miRNA (pre-
mMiRNA), ktera ma v sekundarni konformaci tvar pfipominajici vlasenku. Jeji délka je
v priméru okolo 70 nukleotidti S dvounukleotidovym ptesahem, ktery hraje roli pfi exportu
do cytoplazmy. Piesah je rozpoznavan komplexem transportniho proteinu Exportinu-5
(XPO5) sproteinem Ran, ktery je zavisly na energii ve formé GTP (RAN-GTP).
V cytoplazmé na pre-miRNA nasedd RNA polymeraza III, znama spiSe jako endonukledza
Dicer, ktera v komplexu s vazebnym proteinem TRBP syntetizuje zralou dvousroubovici
pre-miRNA. V posledni fazi je dvousroubovice rozvolnéna, jedno vlakno se poté pomoci
proteinu Agronaut zacleni do komplexu RISC (RNA induced silencing complex). Druhé
vlakno pre-miRNA je degradovano. Vysledna maturovand miRNA se v podobé miRISC
vaze na 3 neptekladanou oblast specifické MRNA (Desvignes et al., 2015; Slaby et Svoboda,
2012). Kromé kanonické cesty biogeneze existuji i cesty nekanonické, které nejsou zavislé

na nukleazach Dorsha a Dicer (Ha et Kim, 2014).

3.2 Funkce mikroRNA a podil na karcinogenezi
Jak jiz bylo feCeno v tvodu, vV soucasné dob¢ nemiize byt pochyb o regulacni funkci
mMiRNA. Odbornici se domnivaji, ze miRNA stoji za regulaci vice nez poloviny kodujicich

genu lidského genomu. Mechanismus regulace se odviji od interakce miRNA s mRNA,
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pfesnéji, miRNA nasedd na 3'nepfekladajici konec mRNA pomoci principu
komplementarity. Funkci 3 'neptekladaného konce je dohled nad metabolismem své mRNA,
vcetné kvality translace, stability, transportu apod. V pfipad¢, Ze je se miRNA navaze
na tento konec zcela nebo alespon téméf dokonale dle principu komplementarity, dojde
k Gplné degradaci mRNA. Pokud vSak vazba dokonala neni, translace je ,,pouze* utlumena
(Gajos-Michniewicz et Czyz, 2019; Slaby et Svoboda, 2012).

Messengerova RNA pienasi informaci transkribovanou z uréitého genu k translaci
do struktury proteinti. Vzhledem k tomu, Ze miRNA funguje jako utlumovaci mechanismus
mRNA, lIze ji rozdélit podobné jako regula¢ni proteiny na onko-miRNA a tumor-
supresorové miRNA. Zalezi na informaci, kterou mRNA v danou chvili pfendsi. Jestlize
miRNA degraduje mRNA kodujici onkoproteiny, jedna se o tumor-supresorovovu miRNA.
Pokud v§ak degraduje mRNA, které koduji tumor-supresory, pak lze hovofit o onko-miRNA
(onkomiRs). Piikladem je miR-638, jenz jako onkomiR degraduje mRNA kodujici
nékolikrat zminény protein p53. Obecné tedy lze fici, Ze deregulovana miRNA mize

pozitivné prispét k transformaci bunék na nadorové (Varrone et Caputo, 2020).

3.2.1 Role mikroRNA pfi vzniku a 1é¢bé maligniho melanomu

Z funkce deregulované miRNA je ziejmé, ze podil natransformaci v maligni
nadorové bunky kuze (melanomageneze) je mozny. Od objeveni miRNA byla popsana fada
konkrétnich vlivi miRNA na cilové geny. Jednim z vyznamnych ptikladi je tloha miRNA
v souvislosti s regulaci genu MITF, ktery koduje transkripéni faktory. Tyto transkripéni
faktory reguluji bunéény cyklus melanocytl, pricemz vysoké koncentrace transkripcnich
faktorti zpisobuji vysokou diferenciaci a proliferaci. Naopak nizké koncentrace MITF jsou
spojené se vzrastajicim metastatickym potencidlem a invazivitou melanomu. Exprimaci
genu MITF reguluje vice zastupct ze skupiny molekul miRNA, jednim z nich je také
miR-182. V ptipad¢ jeji nadmérmné exprese dochazi ke stimulaci MITF a tim k posileni
prolifera¢niho potencidlu melanocytd. Dale miR-137, jejiz uc¢inek vede k potlaceni exprese
MITF. Vysledkem je zakladani vzdéalenych metastdz, coZ poukazuje na Spatnou prognézu
pacientd ve IV. stadiu melanomu. Dal$imi miRNA, které se podileji na regulaci MIFT jsou
napiiklad miR-26a, miR-101, miR-148, miR-211, miR218, miR-340 nebo miR-542-3p
(Varrone et Caputo et al., 2020).

Jinym ptikladem je korelace miR-145 s genem TP53. Zde p53 stimuluje zvyseni
koncentrace miR-145, které vede k supresi genu c-MYC. Tim dochazi k zastaveni progrese
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nadoru. Dalo by se tedy fict, Ze vyS$si koncentrace miR-145 vypovida o zachované aktivité

p53, spoleéné s jeho kli¢ovymi protinadorovymi vlastnostmi (Segura et al., 2010).

Pti dlouhodobé cilené 1é¢bé melanomu se mlize u pacienta rozvinout rezistence na
1éC¢iva, kterd zptisobi dalsi progresi onemocnéni. Jako piiklad 1ze pouzit maligni melanom
s mutaci v genu BRAF, a to BRAFV600 ¢i BRAF/MEK. Jako terapie se pouzivaji inhibitory
signalnich drah, které geny exprimuji (pf. 1ék vemurafenib). MiRNA ma velky vyznam
v predikci odpovédi na terapii, nebot’ ne¢které miRNA dokazi rezistenci pfimo vyvolat
(miR-34a, miR-100 ¢i miR-211) a nékteré maji naopak schopnost citlivost na 1é¢bu zvysit,
¢i dokonce obnovit (miR-7, miR-32 nebo miR-524 5p) (Varrone et Caputo, 2020).

3.3 Extracelularni transport a degradace mikroRNA

Molekuly miRNA jsou po svém vzniku nachylné ke §tépeni ribonukleazami. Proto vyuzivaji
nékolik typl transportnich struktur, které je pfed RNazami ochrani. Jednou z variant
extracelularniho transportu je navdzani na bilkovinny ptenaSeC, napfiklad jiz zminény
protein Agronaut, nebo lipoproteinové ¢astice HDL. Druhou variantou je sbaleni miRNA
do extracelularnich vacku (vezikult). Tyto vacky mohou byt nékolikadruhové podle
zpusobu vzniku. Exozoémy jsou nejmensi typ extracelularnich vezikuld, vznikajici splynutim
buné¢nych endozomu s cytoplazmatickou membranou. Ektozomy dosahuji vétsich velikosti
a vznikaji vypucenim cytoplazmatické membrany do extracelularniho prostoru (Gajos-

Michniewicz et Czyz, 2019).

Nadorové buiky vylucuji €asti svych cytoplazmatickych membran ve formé
mikrovezikuld, které se nazyvaji onkozomy. V zavislosti na mnoZstvi vyloucenich

onkozomi lze odvodit progresi a agresivitu nadort (Gajos-Michniewicz et Czyz, 2019).

Molekuly miRNA jsou vysoce stabilni. Bylo zjisténo, ze Zzivotnost nékterych
organovych miRNA je fadové nékolik desitek hodin i dnii. Cast&ji viak byva metabolismus
miRNA vice zrychleny, nebot’ pro regulaci bunééného cyklu je nutnd velka flexibilita a
aktivita. Jako ptiklad lze uvést miR-26b, ktera se u d€licich se bunék degraduje rychleji, nez
u bunék, jejichz bunécny cyklus byl zastaven. Degradace molekul mikroRNA na modelovém
organismu Caenorhabditis elegans probiha enzymem z rodiny exoribonukleaz XRN2, a to
ve sméru od 5" konce k 3 "konci (Slaby et Svoboda, 2012).
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3.4 Nomenklatura molekul mikroRNA

Molekuly mikroRNA maji stejné jako jiné nukleové kyseliny piesné dany systém
klasifikace a pojmenovani. Jiz od roku 2002 existuje online databaze , miRBase*
(http://mirbase.org/; diive ,,microRNA Registry*), ktera obsahuje specifické udaje vsech
doposud znamych miRNA, vc¢etn¢ biogenetickych prekurzori, presném potadi nukleotidi,
informaci o pozici v genomu, a dalsich. Zaroven databaze ,,miRBase* pfifazuje unikatni

oznac¢eni nové objevenym miRNA dle pfesn¢ stanovenych pravidel (Kozomara et al., 2019).

Prvni ¢asti nazvu mikroRNA je zkratka oznacujici Zivo¢isny druh, v jehoz genomu
byla dana miRNA popsana, naptiklad ,,mmu-* je oznaceni pro mys ,hsa-“ oznacuje lidsky
genom apod. Dale nasleduje zkratka nazvu ,mikroRNA®, ktera by méla, dle pokynt
k nomenklatuie miRNA popsané v publikaci ,,miRNA Nomenclature: A View Incorporating
Genetic Origins, Biosynthetic Pathways, and Sequence Variants® vypovédét, zda se jednd o
genomovy lokus, kde se dana mikroRNA nachazi (v tom ptipad¢ se oznacuje ,,mir*), nebo
o meziprodukt biogeneze miRNA (,,miR*), ¢i 0 kone¢ny produkt, tedy zralou mikroRNA
(,,miR*) (Desvignes et al., 2015). Nasleduje specifické ¢islo mikroRNA, které je vybrano
sériové jako nasledujici po nejnovéji pfifazeném (napiiklad pokud byla jako posledni
pojmenovana miR-220, nové popsana miRNA ziska identifika¢ni ¢islo 221). Pismena
uvedena za Ciselnym oznacenim ptedstavuji rizné prekurzory jinak velmi blizkych sekvenci
dané miRNA. Pro ptiklad miR-221a a miR-221b. Na zavér se pro piesnéjsi lokalizaci uvadi
ptipona ,,-5p*“ nebo ,,-3p* podle konce vlakna DNA. Koneény nazev tak muze byt napiiklad:
,hsa-miR-221a-3p“, pfi¢emz by se jednalo o zralou mikroRNA v lidském genomu, ¢islo

221 a vlakno 3p, ktera vznikla z prekurzoru a (miRBase, 2002).

Ovsem existuji 1 vyjimky, které se dle vySe popsané nomenklatury nepopisuji. Kromé
odchylek pti identifikaci mikroRNA u rostlin nebo u virl, jsou typickym ptikladem
mikroRNA oznacované z historickych diivodu jako ,,let-7 a ,,lin-4* (miRBase, 2002).
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4 TEKUTA BIOPSIE (LIQUID BIOPSY)

Nejbeznéji pouzivanou metodou pro diagnostiku rakovinného onemocnéni, uréeni
prognozy a ptipadné odpovedi na terapii, je chirurgicka resekce solidniho nadoru ¢i tkanova
biopsie. Existuji vSak urcité limity, které vyuziti metod zna¢né komplikuji. Hlavnim z nich
je heterogenita nadora, kterd miize byt intratumoralni a intermetastaticka. Intratumoralni
heterogenita se vyznacuje nesourodosti genetického profilu riznych ¢asti nadorové tkané.
Heterogenita intermetastaticka piedstavuje stejny jev, ktery se vSak vyskytuje mezi
jednotlivymi metastatickymi lozisky (Diaz et Bardelli, 2014). Tkanova biopsie je limitovana
¢asti odebraného vzorku a dobou odbéru. V ptipadé analyzy takového vzorku je tedy mozné,
ze ziskané informace o genetickém profilu nddoru nebudou Uplné, coz mize komplikovat
nasledné 1é¢ebné vykony (Crowley et al., 2013). Dalsi nevyhodou pfi pouziti tkanové biopsie
je invazivita a s ni spojené nepohodli pro pacienta. Zarovenn mohou vlivem bioptického
zakroku nastat nezddouci komplikace. Kromé toho, ¢asti ziskanych tkani jsou fixovany
formaldehydem a poté konzervovany v tzv. FFPE (formalin-fixed, paraffin-embedded)
parafinovych blocich. FFPE bloky dokazi zkoumanou DNA zesitovat, ¢imz se vzorky

mohou stat nepouzitelnymi (Diaz et Bardelli, 2014).

Liquid biopsy neboli tekuta biopsie piedstavuje metodu, piti které se jako vzorek
k analyze odebira periferni krev, pfesnéji feceno plazma. Tim odpadaji potize s vyssi
invazivitou biopsie a diskomfortu pro pacienta. Zaroven lze tekutou biopsii provadét
kdykoliv béhem terapie, coz umozni piesnéjsi sledovani 1é€by. Nejvétsi vyhodou je
piekonani nadorové heterogenity diky cirkulujicim nadorovym buinkam a nukleovym
kyselinam, které jsou do krve exprimovany v§emi nadorovymi buiikami (Diaz et Bardelli,
2014). Tato klicova vlastnost tekuté biopsie vede k jejimu potencidlnimu vyuziti
pii nadorovém screeningu a uréeni diagnodzy jesté pred vznikem solidniho nadoru (Chen et
Zhao, 2019). Jako vSechny metody i tekutd biopsie ma své limity. Hlavni z nich je nutnost
vysoké citlivosti a specifity detekénich souprav, nebot koncentrace cirkulujicich

nadorovych bunék i nadorové DNA je nizka a polocas rozpadu kratky (Ye et al., 2019).

4.1 Biologicka podstata tekuté biopsie

V periferni krvi se nachazi velké mnozstvi struktur a molekul rizné povahy.
Pro analyzu vzorku ziskaného metodou tekuté biopsie jsou nejvice dilezité cirkulujici
nadorové bunky (CTCs) a cirkulujici nddorova DNA (ctDNA), jejichz vlastnosti budou
podrobnéji popsany v nasledujicich kapitolach (Chen et Zhao, 2019).
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4.1.1 Cirkulujici naddorové buiky

Nadorové bunky piechdzi do krevniho fecist¢ po vylouceni z primarniho nadoru
nebo z metastaz, predev§im na zakladé piirozenych fyzikalnich sil (napf. invazivita
nadorové masy do cév ¢i jeji rust) (Jain et al., 2021). Dochazi tak ke vzniku cirkulujicich
nadorovych bun¢k (CTCs), jejichz pohybem krevnim fecistém muze dojit K zavedeni
do vzdalenych tkani a vzniku metastaz. CTCs jsou dle systému ,,CellSearch® definované
jako jaderné bunky, vétsi nez 4 um, které obihaji v krevnim systému, pficemz produkuji
specifické epitelialni proteiny a cytokeratiny. Zaroven ale neobsahuji znak CD45, kterym
se vyznacuji vSechny leukocytarni bunky. Stanoveni CTCs lze vyuzit jako ukazatel recidivy
nebo metastaz nadorového onemocnéni, napiiklad u pacienti po chirurgickém odstranéni
primarniho nadoru. Aplikace do klinické praxe se vSak v soucasnosti jevi jako velmi obtizna.
Divodem je jednak spiSe nizka koncentrace CTCs v periferni krvi (fadové jednotky
az desitky CTCs/ml), dale vysoka cena za stanoveni a nejednoznaény nazor onkologické

komunity na zaclenéni stanoveni CTCs do 1é¢ebnych protokolu (Ye et al., 2019).

4.1.2 Cirkulujici nadorova DNA

Buriky podléhajici bunééné degradaci, at’ v procesu apoptdzy, Ci V procesu nekrdzy,
uvolnuji fragmenty své DNA do krevniho obéhu a vznika tzv. cirkulujici volnd DNA
(cfDNA). Stejné tomu je i v ptipadé bunék nadorovych, jejichz DNA, tzv. cirkulujici
nadorova DNA (ctDNA), obsahuje veskeré informace o genetickych defektech matetfskych
nadorovych buné€k, nejcastéji bodové mutace, chromozomové piestavby, amplifikace ¢i
aneuploidie. Vylucovani ctDNA do okolniho prostoru nadoru je zavislé na vlastnostech
nadorové masy (napt. velikost, lokalizace nebo cévni zasobeni) (Diaz et Bardelli, 2014).
Vzhledem k tomu, Ze lidsky organismus ve vétSing ptipadu ¢itd vétsi mnozstvi zdravych
bunék nez nadorovych, je ctDNA pouze malou ¢asti z celkové cfDNA. Na ptitomnost
ctDNA tak poukazuji pouze zjisténé specifické genetické abnormality (Ye et al., 2019).
Délka fragmentti cfDNA se pohybuje v nasobcich 180 paru bazi (Diaz et Bardelli, 2014).
Molekuly ctDNA byvaji krat$i, kolem 90-150 pard bazi. Biologicky polocas rozpadu
cfDNA je kratky, pfiblizné 16 minut aZ 2,5 hodin. VSechny tyto vlastnosti znesnadiuji
detekci ctDNA, stejné jako rizné biologické a technické faktory, na nichz je citlivost ctDNA
zavisla, napiiklad celkova nadorova zatéz organismu nebo koncentrace ctDNA ve vzorku.
Proto neni divu, Ze ackoliv se citlivost ctDNA u pacientti s nadorovym onemocnénim
ve stadiu IV blizi témé&f ke 100 %, vyuziti v klinické praxi zatim neni rutinniho razu (Diaz

et Bardelli, 2014; Ye et al., 2019).
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4.2 Sestaveni diagnostického panelu mikroRNA pro maligni melanom
Molekuly mikroRNA jsou béhem procesu apoptozy, nekrdzy nebo vlivem aktivniho
uvoliiovani, secernovany bunikami do extracelularniho prostoru. MiRNA se tak stavaji
cirkulujicimi bezbunéénymi MIRNA (cf-miRNA), které lze nalézt ve vSech biologickych
tekutinach (kromé plazmy a séra také v moci, slinach a matetském mléce). Vlastnosti
mMIiRNA byly jiz zminéné v pifedchozich kapitolach. Pfesto je vSak dilezité zdaraznit
téi Z nich, které jsou klicové pii uvazovani o miRNA jako o vhodnych kandidatech na nové
biomarkery nadorovych onemocnéni. Jsou to: vysoka stabilita cf-miRNA v télnich
tekutinach a sni spojeny odbér formou tekuté biopsie; vypovédni hodnota cf-miRNA
0 nadorovém onemocnéni, nebot’ je specifickd pro danou tkan a meéni se s progresi
onemocnéni; dostupnost metod, jimiz lze cf-miRNA analyzovat, protoze se jedna o metody
bézn¢ vyuzivané v laboratotich 1ékarské genetiky a molekularni biologie (Polini, Carpi et

al., 2019).

Pro sestaveni diagnostického panelu je zasadni, aby vybrané miRNA byly
exprimovany ve vétsi mife u maligniho melanomu oproti ostatnim malignim onemocnénim,
a zaroven, aby nebyly exprimovany zdravymi koznimi buikami (Stark et al., 2015).
Prikladem diagnostického panelu je MELmMIR-18, navrzeny v roce 2015 doktorem Starkem
et al. V panelu MELmIR-18 bylo zkoumano 18 miRNA, pti¢emz 7 z nich (tzv. panel
MELmMIR-7) je schopen identifikovat melanom bez ohledu na stadium a vySi nadorové
zatéze. U 100 % hodnocenych pacientl byl panel MELmiR-7 vyuzit také ke sledovani
progrese onemocnéni. MIRNA zafazené do panelu MELmiR-7 jsou: miR-16, miR-211-5p,
miR-4487, miR-4706, miR-4731, miR-509-3p a miR-509-5p (Stark et al., 2015).

Ustav biologie Lékaiské fakulty Univerzity Karlovy v Plzni se v soudasné dobé
zabyva studii, jejimz cilem je stanovit pfedoperacni a poopera¢ni hladiny molekul
mikroRNA u pacientd chirurgicky lé¢enych pro melanom, a zjistit, zda mohou mit tyto
MIRNA prognosticky vyznam pro parametry preziti anebo pro adjuvantni 1écbu pacientu.
Mezi sledované parametry pieziti patii celkova doba pieziti pacienta, tzv. OS (overall
survival) a bezpiiznakové obdobi, tzv. DFI (disease-free interval) (doc. RNDr. Martin Pesta,
Ph.D. et RNDr. Katefina Houfkova, Ph.D., in verb, 2022). Toto obdobi je definovano jako
interval mezi resekci primarniho nadorového loziska a diagnostiky vzniku metastaz
vevzdalenych organech, tedy obdobi bez znamek onemocnéni (Hoppener et al., 2019).
V ramci studie byl na zakladé literarni reSerSe sestaven panel 25 miRNA, které by mohly
vykazovat souvislost s onemocnénim malignim melanomem. Jedna se o nasledujici:
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mMiR-16, miR-19a, miR-21, miR-30b, miR-39, miR-99a, miR-125b, miR-145, miR-146a,
miR-149, miR-149/miR-39, miR-149*, miR-150, miR-182, miR-191, miR-204, miR-214,
miR-221, miR-320, miR-494, miR-1246, miR-1260, miR-1980, miR-4487 a miRNA let-7g
(doc. RNDr. Martin Pesta, Ph.D. et RNDr. Katefina Houfkova, Ph.D., in verb, 2022).

Ackoliv nejnovejsi studie prezentuji slibné vysledky, ziistava prekazkou pro uvedeni
vySetieni molekul miRNA u onkologickych pacientti do klinické praxe nestejnorodost
detekénich a normalizacnich metod, jez brani vy¢lenéni konkrétniho diagnostického panelu

MiRNA pro stanoveni maligniho melanomu (Carpi et al., 2020).
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5 METODY KVANTITATIVNIHO STANOVENI mikroRNA

Molekuly miRNA se nachazi v bunkach, tkanich a biologickych tekutinach (Lu et
Rothenberg, 2018). Nejcastéji se vysetiuji z odebranych tkani zalitych do parafinovych
blokii a z plazmy. Pro stanoveni miRNA z plazmy se pacientovi odebira nesrazliva zilni
krev. Antikoagula¢nimi Cinidly byvaji EDTA nebo citrat. Heparin neni pro molekularné
geneticka vySetfeni vhodny, nebot’ inhibuje enzym DNA polymerdzu. V ptipadé FFPE
blo¢kl je potieba tkan odparafinovat pouzitim nékolika po sob€ jdoucich lazni xylenu
aethanolu v rizném pomeéru. (Beranek, 2016). V souCasné dob¢é se pro kvantitativni
stanoveni nejvice pouziva metoda PCR a NGS, které budou jednotlivé rozebrany

Vv nasledujicich kapitolach.

5.1 Priprava vzorku pred samotnym stanovenim

Ziskanou krev (plazmu) nebo tkan je ptfed stanovenim nutné zpracovat. Prvnim
krokem je izolace piislusné nukleové kyseliny, ktera probiha v n€kolika krocich. Existuje
nékolik metod izolace, pfi¢emz princip zistava obdobny. Nejprve je nutné narusit bunéénou
membranu bunék ve vySetiovaném vzorku, ¢ehoz lze dosahnout prostfednictvim lyza¢nich
roztokl. Nasledné pomoci proteaz a dalSich enzymi dojde k degradaci bilkovin a jinych
kontaminujicich pfimési. Po extrakci a precisténi se ziskd vysledny roztok miRNA,
ptipraveny k dalsimu stanoveni (LabGuide, 2014). Diive se k izolaci miRNA vyuzivala
klasicka fenol-chloroformova extrakce s naslednym vysrazenim RNA. Problémem vSak byla
niz§i vytéznost metody a zaroven vysoké riziko kontaminace. Z tohoto divodu se zacaly
pouzivat kolonkové metody s komeréné vyrabénymi soupravami. Nejbéznéji uzivané jsou
soupravy ,mirVana“ od spolecnosti Thermo Fisher Scientific sidlici v USA, nebo
»-MIRNEasy*“ od firmy Qiagen se sidlem v Némecku. Vyhoda kolonkové metody
je jednoznacné v navrhu souprav K maximalni vytéznosti, ¢ehoz je vyuzivano predevsim
pii izolaci MIRNA z télnich tekutin. Zde je vytéZzek mnohem nizsi nez pfi izolaci z tkani,
presto vSak nejsou koncentrace ziskané MIRNA natolik nizké, aby se nedaly vyuZzit
k dalsimu stanoveni (Lu et Rothenberg, 2018). Hlavnim problémem pii praci s RNA vSak
nadale ziistava riziko kontaminace stabilnimi enzymy ribonukleazami, které velmi ochotné

stépi vSechny molekuly RNA ve vzorku (Beranek, 2016).

5.2 Polymerazova retézova reakce (PCR)

Polymerazova fetézova reakce (PCR) je pfelomova metoda, ktera byla vyvinuta Kary

Bank Mullisem v roce 1983. PCR umoziuje velmi citlivou mnohonasobnou amplifikaci
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konkrétni ¢asti DNA, ¢imz se velmi usnadni nasledna manipulace s DNA pii dalsich
vySetfovacich metodach (Seifi et al., 2012). Aby reakce PCR spravné probéhla, je zapotiebi
nekolik komponentl. Pfedné¢ templatova nukleova kyselina, kterd se bude amplifikovat.
Postac¢i i malé mnozstvi (100pg — 1ng). Klicovym komponentem je také termostabilni DNA
polymeraza, nebot’ reakce probiha pii vysokych teplotach. Nejéastéji vyuzivanou je Taq
polymeraza, izolovana z bakterie Thermus aquaticus. Dale jsou pro PCR reakci nutné
deoxyribonukleotidtrifosfaty (dNTPs), specifické primery navrzené komplementarné
k templatové nukleové kyseling, spravna koncentrace MgClz, reakéni pufr a dalsi aditiva.

Takto ptipraveny mix se vlozi do termocycleru a projde pfesné¢ danymi tepelnymi cyKkly:
1) Denaturace — rozvolnéni dvoutetézcové DNA, pii 95° C.
2) Annealing — navazani primert k templatové jednofetézcové DNA, 45-60° C.
3) Elongace — nasednuti DNA polymerazy a syntéza nového vlakna, 70—72° C.

V tomto potadi se cykly opakuji obvykle 40krat. Vysledkem je vznik nékolika milioni kopii
templatové DNA (Life technologies, 2012).

Od objeveni PCR vznikly desitky modifikaci, které vyhovuji poZadavkim soucasné
pokrokové doby a vyuzivaji se spiSe nez klasicka varianta PCR. Piikladem je quantitative
PCR neboli kvantitativni PCR (qPCR), pfi které je koncentrace jednotlivych amplikonti
sledovana po kazdém cyklu, obvykle pomoci fluorescen¢niho barviva (Bio-Rad, 2006).
Dalsimi ptiklady jsou Allele-specific PCR, Hot-start PCR, Multiplex PCR, Nested PCR
a v neposledni fadé také RT real-time PCR, které bylo vyuzito pro praktickou ¢ast této prace
(Sapkota, 2021).

5.2.1 RT real-time PCR

Reverse Transcriptase Real-Time PCR je modifikovana metoda gPCR, jez
se vV posledni dob¢ stale castéji vyuziva v klinické diagnostice. Piikladem vyuziti je
sledovani virové naloZe u onemocnéni zptisobenych RNA viry, dale stanoveni miry genové
exprese v odebraném vzorku a v neposledni fadé také pii sekvenaci velkych genti. Hlavni
vyhodou metody je sledovani amplikonti v redlném Case a zaroven vyuziti metody

ke kvantifikaci informace obsazené v RNA diky reverzni transkriptaze. (Beranek, 2016;

Cavé et al., 2003).
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Prvni fazi RT real-time PCR je reverzni transkripce RNA do komplementarni DNA
(cDNA), pomoci enzymu reverzni transkriptazy. Jedna se o RNA-dependentni DNA
polymerazu, ktera byla poprvé popsana vroce 1970 v replikatnim cyklu retroviri
(Tzertzinis et al., 2008; Wohrl, 2019). V dalsi fazi 1ze metodu RT real-time PCR rozdélit
na jednokrokovou nebo dvoukrokovou, v zavislosti na vyuziti testovacich zkumavek.
U dvoukrokové metody prob&hne v jedné zkumavce nejprve reverzni transkripce. Alikvot je
nasledné pienesen do jiné zkumavky a je spusténo Real-time PCR. Pti jednokrokové metodé
se provadi v jedné zkumavce reverzni transkripce a zarovein RT real-time PCR, pii¢emz
pouzité primery musi byt genové specifické. Obé metody se vSak shoduji pii vyuziti ziskané

cDNA jako templatu (Bio-Rad, 2006).

Jak vypovida jiz sdm nazev metody, narast poctu amplikont je sledovan v redlném
¢ase. Do reakce jsou pfiddna fluorescencni barviva, kterd se béhem jednotlivych teplotnich
fazi vazi na dvoutetézcovou DNA. Ptipadné mohou byt fluorescenéné znaceny primery ¢i
sondy, které hybridizuji s templatovou DNA. Piikladem vyuzivanych fluorescencnich
technologii jsou SYBR green, TagMan sondy, Molecular Beacon sondy, FRET hybridizujici
sondy nebo Scorpion sondy. Kazda ztéchto technologii pracuje na odlisném principu,
vysledkem je vSak vzdy zména fluorescence, kterd je zmétena po kazdém prob&hlém cyklu.
Nasledné jsou ziskané hodnoty vyneseny do grafu v zavislosti na po¢tu cykla a z vysledné
amplifikacni kiivky se odeéte mnozstvi vzniklych produktt (Life technologies, 2012; Seifi
etal., 2012).

5.3 Sekvenovani nové generace (NGS)

Pojmem sekvenovani se rozumi ziskani informaci o pfesném potadi nukleotidi
v fetézci DNA. Prvni prilomovou metodou bylo sekvenovani prvni generace — tzv.
sekvenace dle Sangera, kterou navrhl v roce 1977 pozdéjsi drzitel Nobelovy ceny Frederick
Sanger. Tato metoda dala o 20 let pozd€ji moznost vzniku Projektu mapovani lidského
genomu (HGP) pod zastitou organizace HUGO a nasledn¢ konkuren¢ni spolec¢nosti Celera.
Projekt byl dokoncen po 12 letech s tispéSnou sekvenaci 99 % lidského genomu (Beranek,
2016; Snustad et Simmons, 2017). Zaroven se vSak prokazalo, ze ackoliv byla metoda
sekvenovani dle Sangera nejvyspélejsi metodou sekvenovani, jeji ndkladnost a Casova
narocnost branily celosvétovému rozsiteni do klinické praxe. V poslednich dvaceti letech
tak zacaly vznikat nové metody sekvenace, které se sice principialné odviji od metody

sekvenovani dle Sangera, vyuzivaji vS§ak nejmodernéjsi dostupné digitalni technologie. Tyto
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metody se souhrnné oznacuji pojmem ,,sekvenovani nové generace™ (NGS) (Muzzey et al.,

2015).

Principem NGS je v zakladu stale sekvenovani dle Sangera, tedy pouziti ¢tyt riznych
fluorescencnich barev k modifikaci bazi pro adenin, thymin, guanin a cytosin. Rozdilem
oproti Sangerové sekvenovani je pocet barevné modifikovanych bazi. Zatimco
pti Sangerové sekvenovani je modifikovana pouze maléd ¢ast bazi, u NGS jsou barevné
modifikovany vSechny dostupné baze (Muzzey et al., 2015). Zakladem pro stanoveni
metodou NGS je vzorek nukleové kyseliny, jejiz délka by neméla presdhnout 1 kb. Pokud
se sekvenuje DNA delsi neZ 1 kb, je nutna jeji fragmentace. T¢ lze docilit nékolika zptsoby,
napiiklad biochemickym S§tépenim pomoci nukledz, hydrodynamicky nebo fyzikalnimi
metodami za pouziti ultrazvuku (Beranek, 2016). Dalsi fazi je samotné sekvenovani, které
byva zcela odliSné v zavislosti na pouZitych NGS metodach. Nejcastéji vyuzivanymi
metodami jsou sekvenovani syntézou nebo také sekvenovani ve stylu Illumina (nazev dle
pouzitého analyzatoru), déale sekvenovani ligaci, iontové polovodicové sekvenovani
a pyrosekvenovani. V této praci bude povrchové popsan princip sekvenovani syntézou,
vzhledem K jejimu nej¢astéjSimu vyuziti. Templatova DNA je pevné navazana na konkrétni
pozice na sklicku. Nasledné nasedne na kazdy templat DNA polymeraza, ktera podle
principu komplementarity dosyntetizuje na konec templatu modifikovanou bazi. Sekvenator
poté zachyti fluorescencni barvu a intenzitu templatu, spolecné s jeho pfesnou pozici
na sklicku. Tento proces se posléze opakuje v nékolika cyklech, mezi nimiz dochézi
k ptevedeni fluoreskujicich modifikovanych bazi zpét na nefluoreskujici bézné baze.
V dal$im kole ¢teni se opét pfipoji jedna modifikovana baze a takto proces pokracuje, dokud
neni zastaven. Vysledkem je informace o pfesném potadi nukleotidii analyzované DNA

(Muzzey et al., 2015).

NGS disponuje velkym mnozstvim vyhod, diky kterym rychle prostupuje do klinické
praxe. Kromé nizké finan¢ni ndkladnosti a casové naro¢nosti (sekvenace jednoho lidského
genomu trva v prumeéru jediny den a cena se pohybuje kolem 1000 USD) je hlavni vyhodou
spolehliva piesnost v rozpoznani rozdilii v genomu pacienta od referen¢niho genomu. Tyto
rozdily se nazyvaji varianty a Ize je rozdélit do dvou skupin. Prvni skupina obsahuje zmény
v sekvenci DNA, jako jsou jednonukleotidové polymorfismy nebo kratké delece. Druhou
skupinu tvofi velké delece nebo duplikace ¢i celogenové delece. Diky ptesnosti NGS

je mozné metodu vyuzit napiiklad ve screeningu nosicstvi heterozygotnich variant genu,
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zjistovani vzacnych nebo rakovinnych onemocnéni a aneuploidii u plodu (Muzzey et al.,

2015).
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PRAKTICKA CAST

Prakticka ¢ast bakalaiské prace byla zpracovavana v obdobi leden—biezen 2022

na pracovisti Ustavu biologie Lékai'ské fakulty Univerzity Karlovy v Plzni.

6 CIiL A UKOLY PRACE

6.1 Hlavni cil

Cilem bakalatské prace je zvladnuti metodiky, ktera zahrnuje izolaci RNA z plazmy
u 50 pacientl (¢ast z celého souboru stovek pacienti), a dale stanoveni exprese vybranych
molekul mikroRNA ve vzorcich izolované RNA. Prace rovnéz zahrnuje vyhodnoceni Casti
exprese molekul miRNA u pilotniho souboru pacienti a stanoveni vztahu exprese téchto

mikroRNA Kk bezpiiznakovému obdobi a celkovému preziti.

6.2 Dil¢i cile
1. lzolace RNA zvzorkl plazmy pacientd 1éCenych pro melanom pii odbérech
predoperacnich, pooperacnich a v pribéhu sledovani 1écby.
2. Stanoveni exprese molekul mikroRNA ve vzorcich RNA izolované z plazmy.
3. Statistické zhodnoceni namétfenych hodnot, véetné¢ vztahli k bezpiiznakovému

obdobi a celkovému preziti.
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7 VYZKUMNE OTAZKY

Po prostudovani metodiky izolace molekul mikroRNA z plazmy soupravou QIAGEN
miRNeasy Serum/Plazma Kit a nasledného stanoveni pomoci metody RT real-time PCR,
byly s piihlédnutim k cilim projektu Ustavu biologie LF UK v Plzni stanoveny nasledujici

vyzkumné otazky:

1. Umoziuje plazma ziskana ze vzorku periferni krve pacienta s melanomem izolaci

dostatecného mnozstvi RNA pro analyzu exprese mikroRNA?

2. Dosahuje RNA izolovana z plazmy pacientt 1é¢enych pro melanom dostate¢né

Cistoty pro stanoveni exprese metodou RT real-time PCR?

3. Které molekuly z rodiny mikroRNA (stanovené v ramci panelu LF UK v Plzni)

prokazuji specificky vztah k dob¢ celkového preziti a bezptiznakovému obdobi?
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8 CHARAKTERISTIKA SLEDOVANEHO SOUBORU

Pro projekt Ustavu biologie Lékai'ské fakulty Univerzity Karlovy v Plzni byl vybran
Siroky soubor ¢itajici stovky pacientd. Jedna se o muze i Zeny, u nichz se vyskytlo
onemocnéni melanomem, a ktefi v disledku tohoto onemocnéni podstoupili operativni
excizi loziska a naslednou léCbu. Veskeré vySe zminéné zakroky probihaly v letech
2018-2021 na oddéleni plastické chirurgie Fakultni nemocnice v Plzni. Pacienti
s informovanym souhlasem poskytli pfedoperacni, pooperacni nabéry a nabéry plné krve

pii kontroléach.

Pro praktickou ¢ast bakalaiské prace bylo vybrano 50 vzorkli plazmy ptipravené

Z plné krve téchto pacienti, pficemz data o pacientech byla pro Gcely prace anonymizovana.
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9 METODIKA PRACE

9.1 Ilzolace molekul RNA z plazmy

Pro izolaci RNA z plazmy byla pouzita kolonkova metoda S pomoci soupravy
QIAGEN miRNeasy Serum/Plazma Kit.

9.1.1 Pristrojové vybaveni
Pro izolaci molekul RNA zplazmy a pro méfeni koncentrace byly pouzity

nasledujici pfistroje:

e Eppendorf Research, automatické jednokanalové pipety s nastavitelnym objemem
20 pl - 1000 pl, firma Eppendorf, Némecko

e TX4 Digital IR Vortex Mixer, vortex, firma Velp Scientifica, Italie

e Fresco 21, centrifuga, firma Thermo Fisher Scientific, USA

e Micro Star 17, centrifuga, firma VWR International, USA

e MiniSpin®, centrifuga, firma Eppendorf, Némecko

e NanoDrop ND-1000, spektrofotometr, firma NanoDrop Technologies, USA

Pro méfeni koncentrace na spektorfotometru NanoDrop byl zaroven vyuzit software

NanoDrop 1000 3.7 od firmy NanoDrop Technologies.

Obrazek 1: Vortex TX4 Digital IR vortex mixer (Velp Scientifica).

Zdroj: Autor, Ustav biologie LF UK v Plzni, 2022,
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Obrazek 2: Centrifuga Fresco 21 (Thermo Fisher Scientific).

e em——— T

A

Zdroj: Autor, Ustav biologie LF UK v Plzni, 2022.

Obrazek 3: Centrifuga Micro Star 17 (VWR International).

Zdroj: Autor, Ustav biologie LF UK v Plzni, 2022.
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Obrazek 4: Centrifuga MiniSpin® (Eppendorf).

Zdroj: Autor, Ustav biologie LF UK v Plzni, 2022,

Obrdazek 5: Spektrofotometr NanoDrop ND-1000 (Nanodrop Technologies).

Zdroj: Autor, Ustav biologie LF UK v Plzni, 2022.

9.1.2 Postup izolace RNA z plazmy
1. Zapnout centrifugu Fresco 21 a nechat nachladit na 4° Celsia.

2. Plazmu vyjmutou z mraziciho boxu nechat volné rozmrazit pti pokojové teploté.
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9.

10.
11.
12.

13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.
23.
24.
25.
26.
27.
28.

29.

30.

Po rozmrznuti plazmu kratce zvortexovat a stocit 10 sekund programem ,,SHORT*
(centrifuga MiniSpin®).

Odebrat 200 ul plazmy do 1,5 ml mikrozkumavky Eppendorf®

Doplnit pétinasobnym objemem QIAzol Lysis Reagent (tedy 1 ml, pokud bylo
dostatecné mnozstvi plazmy) a zvortexovat.

Inkubovat 5 minut pti pokojové teploté.

Vyjmout miRNeasy Plasma Spike-In Control z chladni¢ky, kratce zvortexovat a
sto¢it 10 sekund programem ,,SHORT* (centrifuga MiniSpin®).

Doplnit 3,5 ul miRNeasy Plasma Spike-In Control.

Pridat 200 pl chloroformu.

Mikrozkumavku prudce a ditkladné protiepat v ruce, nasledné 20 sekund vortexovat.
Inkubovat 3 minuty pii pokojové teplote.

Centrifugovat 15 minut pii 14 000 RPM/12 000 g pii 4° Celsia (centrifuga Fresco
21).

Piepipetovat 650 pl horni faze do 2 ml mikrozkumavky Eppendorf®.

Doplnit 975 pul 100 % ethanolu a promichat svislym pieklapénim mikrozkumavky.
Odebrat 550 pl a pienést na kolonku RNeasy MinElute Spin Column.

Centrifugovat 30 sekund pii 10 000 RPM/8 000 g (centrifuga MiniSpin®).

Vylit objem, ktery byl prefiltrovan kolonkou, mikrozkumavku osusit o buni¢inu.
Krok 14.—16. opakovat 2x tak, aby byl cely obsah vzorku ptefiltrovan pies kolonku.
Na kolonku doplnit 700 pl roztoku RWT.

Centrifugovat 30 sekund pii 10 000 RPM/8 000 g (centrifuga MiniSpin®).

Vylit objem, ktery byl prefiltrovan kolonkou, mikrozkumavku osusit o buni¢inu.

Na kolonku ptidat 500 pl roztoku RPE.

Centrifugovat 30 sekund p¥i 10 000 RPM/8 000 g (centrifuga MiniSpin®).

Vylit objem, ktery byl ptefiltrovan kolonkou, mikrozkumavku osusit o bunicinu.

Na kolonku doplnit 500 pl 80 % ethanolu.

Centrifugovat 2 minuty p¥i 10 000 RPM/8 000 g (centrifuga MiniSpin®).

Kolonku vlozit do 2 ml sbéraci mikrozkumavky Eppendorf®.

Vysusit membranu kolonky centrifugaci 5 minut pfi maximalnim RPM/g na prazdno
(centrifuga MiniSpin®).

Kolonku vlozit do 1,5 ml mikrozkumavky Eppendorf® a doplnit p¥imo na stied
membrany 25 ul RNAse-free water.

Inkubovat 1-5 minut pii pokojové teploté.
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31. Centrifugovat 75 sekund pfi maximalnim RPM/g, pficemz vicka mikrozkumavky
jsou sefazena po sméru letu (centrifuga Micro Star 17).

32. Objem, ktery byl pfefiltrovan pies kolonku znovu napipetovat pfimo na stied
kolonky.

33. Centrifugovat 75 sekund pfi maximalnim RPM/g, pficemz vicka mikrozkumavky

jsou sefazena po sméru letu (centrifuga Micro Star 17).

9.1.3 Postup méieni koncentrace miRNA spektrofotometrem NanoDrop 1000 a

vypocet Cistoty RNA ve vzorku

1. Zapnout notebook, spustit program ikonou ,, Nanodrop “.

2. Promyt analyzator nanesenim 1 ul RNAse free water na cidlo, kliknout na ikonu
. Nucleic Acid*, ve vybéru zvolit ,, RNA-40“.

3. Zméfit blank nanesenim 1 pl RNAse free water na c¢idlo, kliknout na ikonu
., Measure“ a ve vybéru ,,Simple ID “ zvolit ,, Blank .

4. Postupné zméfit kazdy izolovany vzorek nanesenim 1 pl vzorku na ¢idlo, kliknout
na ikonu ,, Measure “ a do ,, Simple ID “ zapsat ¢islo vzorku.

5. Mezi kazdym méfenim utfit ¢idlo bunicinou.

6. Vypocet Cistoty ziskané miRNA jako pomé&r absorbanci pti 260 a 280 nm.

Obrazek 6: Méreni koncentrace RNA pomoci software NanoDrop 1000 3.7.

Measurement complete 41.1980

Clear graph each Sample  §

| AN
|
/ \
\
\
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X
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Zdroj: Autor, Ustav biologie LF UK v Plzni, 2022,
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9.2 Stanoveni molekul miRNA metodou RT real-time PCR

9.2.1 Pristrojové vybaveni

Pro RT real-time PCR byly pouzity nasledujici pfistroje:

e Eppendorf Research, automatické jednokanalové a multikandlové pipety
s nastavitelnym objemem 20 pl - 1000 pl, firma Eppendorf, Némecko

e MS3 B S000, vortex, firma IKA® Werke GmbH & Co. KG, Némecko.

e PCR Plate Spinner, centrifuga, firma VWR International, USA.

e Stratagene Mx3005P, termocycler, firma Agilent Technologies, USA.

e T100 Thermal Cycler, termocycler, firma Bio-Rad, USA.

e ZEPHYRUS® PCR Box Harmony, laminarni box, firma Elisabeth Pharmacon, Cesk4
republika.

Spravny prib&éh RT real-time PCR byl v termcycleru Stratagene Mx3005P tizen
softwarem MxPro qPCR Software od firmy Agilent Technologies.

Obrazek 7:Vortex MS3 B S000 (IKA® Werke GmbH & Co. KG).
|

Zdroj: Autor, Ustav biologie LF UK v Plzni, 2022.
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Obrazek 8: Centrifuga PCR Plate Spinner (VWR International).

Zdroj: Autor, Ustav biologie LF UK v Plzni, 2022,

Obrdazek 9: Termocycler Stratagene Mx3005P (Agilent Technologies).

Zdroj: Autor, Ustav biologie LF UK v Plzni, 2022.
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Obrazek 10: Termocycler T100 Thermal Cycler (Bio-Rad).

Zdroj: Autor, Ustav biologie LF UK v Plzni, 2022,

Obrazek 11: Laminarni box ZEPHYRUS® PCR Box Harmony (Elisabeth Pharmacon).

Zdroj: Autor, Ustav biologie LF UK v Plzni, 2022.

9.2.2 Postup reverzni transkripce s vyuZitim soupravy Tagq man MicroRNA Reverse
Transcription Kit

1. Pted pouzitim vSechny pouZzivané reagencie kratce zvortexovat a stocit.
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2. Do 2 ml mikrozkumavky Eppendorf® ptipravit Master MIX, ktery se na 1 vzorek
sklada z:
a. 8,66 ul PCR water
b. 0,19 ul RNase inhibitoru
c. 0,15 pul NTP Mixu
d. 1,5ulRT pufru
e. 1 ul MultiScribe reverzni transkriptazy
3. Rozpipetovat ziskany objem rovnomérné do 8 jamkového stripu, umisténém
Vv chladicim bloc¢ku.
4. Umistit 96 jamkovou mikrotitra¢ni desticku do chladiciho bloku.
5. Multikanalovou pipetou rozpipetovat Master MIX po 11,5 ul na jamku do 96
jamkové mikrotitra¢ni desticky (dle poctu vzorkil)
6. Rozpipetovat potifebny objem primeru do nového 8 jamkového stripu.
7. Multikandlovou pipetou rozpipetovat primer po 2,5 pl na jamku do 96 jamkové
mikrotitracni desticky (dle poctu vzorki).
8. Multikanalovou pipetou pridat RNA vzorku po 1 ul na jamku do 96 jamkové
mikrotitra¢ni desticky (dle poctu vzork).
9. Pevné¢ desticku uzavtit, zvortexovat a zkontrolovat, zda se na dnech jamek nenachazi
vzduchové bubliny.
10. Umistit do termocycleru BioRad na program ,,MiRNA®, jehoZ teplotni profil

je nasledujici:
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Obrazek 12: Teplotni profil reverzni transkripce v termocycleru T100 Thermal Cycler
(Bio-Rad).

Status

Name: MIRNA_RT Time remaining: 1:07:46 Volume: 15 pi

; 1 2 4

Lid heating

0 [ -

View Clock Pause Skip Step

Zdroj: RNDr. Katerina Houfkovd, Ph.D., Ustav biologie LF UK v Plzni, 2022.

9.2.3 Postup Real-time PCR

1. Pted pouzitim vSechny pouZivané reagencie kratce zvortexovat a stocit.

2. Do 2 ml mikrozkumavky Eppendorf® piipravit Master MIX, ktery se na 1 vzorek

sklada z:
a. 6,5 ul PCR water
b. 10 ul pufru Tag Man Universal Master Mix 11
c. 1ulsondy + primeru Taqg Man MicroRNA Assay

3. Rozpipetovat ziskany objem rovnomérné¢ do 8 jamkového stripu, umisténém

V chladicim bloc¢ku.

4. Umistit 96 jamkovou mikrotitra¢ni desticku do chladiciho bloku.

5. Multikanalovou pipetou rozpipetovat Master MIX po 17,5 pl na jamku do 96

jamkové mikrotitracni desti¢ky (dle po¢tu vzork, kalibratoru a negativni kontrole,

vSe v doubletu).

6. Multikandlovou pipetou nékolikrat propipetovat RT-CDNA.

7. Multikandlovou pipetou rozpipetovat RT-CDNA po 2,5 pul na jamku do 96 jamkové

mikrotitracni destiCky (dle poctu vzorkii v doubletu), nckolikrat propipetovat

RT-cDNA s Master MIXEM v kazdé jamce.

8. Dodat kalibrator v doubletu do 96 jamkové mikrotitracni desticky.
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9. Do jamek s negativni kontrolou nepfidavat zadnou dalsi reagencii.

10. Pevné desticku uzaviit, zvortexovat a zkontrolovat, zda se na dnech jamek nenachazi
vzduchové bubliny.

11. Umistit do termocycleru Stratagene a spustit Real-time PCR, jejiz teplotni profil
je nasleduji:

Obrazek 13: Teplotni profil RT real-time PCR v termocycleru Stratagene Mx3005P
(Agilent Technologies).

Thermal Profile
(Estimated Run Time: 01:52:37)

2
2
o
3
a
(=]
@
e

g Segment 1 G Segment 2
Cycle 35 of 50

Zdroj: RNDr. Katerina Houfkovd, Ph.D., Ustav biologie LF UK v Plzni, 2022.

64



10 ANALYZA NAMERENYCH HODNOT A INTERPRETACE
VYSLEDKU

10.1 Koncentrace a Cistota izolovanych vzorku
Nameétené hodnoty koncentrace a hodnoty Cistoty izolované RNA ze vzorkt plazmy

jsou uvedeny v Tabulce 3 v Priloze A.

10.1.1 Hodnoceni vytéZku izolované RNA z plazmy

Pro urCeni vytéznosti izolace RNA vsSech zpracovanych vzorkd byly hodnoty
koncentrace rozdéleny do 3 skupin. Do prvni skupiny Spadaji hodnoty koncentrace
0-10 ng/ul, do druhé skupiny hodnoty 10-20 ng/ul a do tieti skupiny hodnoty 20—100 ng/ul.
Prvni skupina reprezentuje takové vzorky, jejichz koncentrace je pro vlastni stanoveni
nevyhovujici. Zadny ze vech izolovanych vzorki viak koncentraci pod hranici 10 ng/ul
nemél. Vzorky spadajici do druhé skupiny jsou svou koncentraci k analyze dostacujici.
Z Grafu 1 je patrné, Ze dostacujicich vzorku je 29, tedy 58 %. Naopak koncentrace

zbyvajicich 21 vzorkl — 42 % ve tieti skuping je pro ucely analyzy vice nez uspokojiva.

Vlastni analyzu metodou RT real-time PCR je vhodné provést u vzorkd, jejichz
koncentrace je vétsi nez 10 ng/ul (tedy vzorky nalezici do skupin €. 2 a 3). Na zaklad¢€ hodnot
z Grafu 1 bylo zjisténo, Ze pro nasledné stanoveni je vhodno vSech 50 izolovanych vzorkd.
Vzorky s koncentraci pod 10 ng/ul Ize analyzovat pouze v ptipadg, Ze je u nich provedena
kontrola Ct!, pti¢emz horni hranice odpovidd hodnoté 40. Pokud by se dany vzorek
pohyboval nad touto hodnotou, nebyl by vhodny k dalSimu stanoveni a hodnoceni.
Ve skute¢nosti byla analyza metodou RT real-time PCR provedena jen u 44 vzorku, které

byly vybrany na zakladé€ klinickych parametrli pacienti.

! Threshold cycle (Ct) je definovan jako poget PCR cyklt nutnych k piekroeni prahu fluorescenéniho
signalu, ktery odliSuje nespecifickou fluorescenci pozadi od specifické fluorescence vysetfované nukleové
kyseliny. Hodnota Cr je tak nepiimo imérna mnozstvi amplifikati nukleové kyseliny ve vzorku, pficemz
hodnoty Ct <29 piedstavuji velmi silné pozitivni reakce se znaénym mnozstvim nukleové kyseliny, Ct 30-37
jsou pozitivni reakce se sttednim mnozstvim nukleové kyseliny a CT 38—40 predstavuji slabé pozitivni reakce
S minimalnim mnozstvim nukleové kyseliny. Hodnoty Ct >40 mohou byt negativni reakce zatizené
kontaminaci prostiedim (Applied Biosystems, 2016; doc. RNDr. Martin Pe$ta, Ph.D. et RNDr. Katefina
Houfkova, Ph.D., in verb, 2022).
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Graf 1: Vytéznost izolace RNA vsech vzorkii.

Vytéznost izolace RNA

Nevyhovujici
0 vzorku
0%

Uspokojiva
21 vzorku

42%

®0-10ng/pl
10 - 20 ng/pl
20- 100 ng/pl

Dostacujici

29 vzorku
58%

Zdroj: Autor podle dat Ustavu biologie LF UK v Plzni, 2022.

10.1.2 Hodnoceni Cistoty izolované RNA z plazmy

K vyjadfeni vhodnosti Cistoty izolované RNA pro analyzu metodou
RT real-time PCR bylo zapotiebi nejprve spocitat Cistotu pro kazdy vzorek pomoci poméru
absorbanci pii 260 a 280 nm, tedy Aze0/A2s0. (Vysledné hodnoty viz Tabulka 3 v Pfiloze A).
Nasledné byly ziskané hodnoty rozdéleny opét do 3 skupin. Do prvni skupiny nélezi takové
vzorky, jejichz cistota je niz$i nez 1,30 a tudiz nevyhovujici pro vlastni stanoveni
RT real-time PCR metodou. Vzorky ve druhé skupiné maji hodnoty ¢istoty v rozmezi
1,30 — 1,80 a jsou tak k nasledné analyze dostacujici. Posledni skupinou jsou vzorky

s Cistotou nad 1,80, které mizeme hodnotit pro naslednou analyzu jako vice nez uspokojivé.

Z Grafu 2 je zfejmé, ze 1 vzorek ma hodnotu ¢istoty nizsi nez 1,30 a je tak k analyze
nevyhovujici. Z celkového poctu 50 vzorku tak tvoii 2 %. Naopak hodnoty zbyvajicich 49
vzorkt, tedy 98 % spadaji do druhé skupiny s Cistotou dostacujici pro analyzu
RT real-time PCR. Zadny izolovany vzorek nedosahuje vice nez uspokojivé ¢istoty, tedy

hodnot vyssich nez 1,80.
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Graf 2: Parametry cistoty izolované RNA 280/260.

Parametry Cistoty izolované RNA 280/260

Nevyhovuijici

Uspokoijiva L szgorek

0 vzorku
0%

m<1,30
m1,30-1,80
=>1,80

Dostacujici
49 vzorku
98%

Zdroj: Autor podle dat Ustavu biologie LF UK v Plzni, 2022.

10.2 Stanoveni hladin exprese vybranych molekul miRNA

Dle ziskanych statistickych udaji o vytézku a ¢istoté izolované miRNA bylo vSech
50 zpracovanych vzorkii vhodnych k nasledujicimu stanoveni. Analyza metodou RT real-
time PCR byla provedena u 44 vzork, které byly vybrany na zaklad¢ klinickych parametrti
pacientdi. Hladiny expresi sledovanych mikroRNA se pohybovaly primérné mezi hodnotami
30-33, nebot’ pravé mezi 30-33. cyklem byl zaznamenan vyrazny narGst amplifikaci
sledovanych miRNA (viz Graf 3). Z téchto udajt vyplyva, ze reakce byly ve vétsing piipada
pozitivni, avSak mnozstvi amplifikované miRNA se pohybovalo ve stfednich hodnotach.
(Hodnoty expresi vS§ech vyznamnych miRNA, které maji vztah s DFI nebo OS jsou uvedeny
v Tabulce 4, Ptiloze B).
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Graf 3: Zdznam Real-time PCR vybranych miRNA.

Zdroj: Autor, Ustav biologie LF UK v Plzni, 2022.

10.2.1 Vyhodnoceni vztahu vybranych miRNA k bezpriznakovému obdobi (DFI) a
celkovému preziti (OS)
Hodnoty exprese byly stanoveny na panelu mikroRNA, do né¢hoz byly vybrany
takové miRNA, které by dle odborné literatury mohly vykazovat souvislost s délkou
bezptiznakového obdobi (disease-free interval, DFI) nebo s celkovym pteZzitim (overall

survival, OS) (viz kap. 4.2 Teoretické ¢asti).

Z celého panelu 25 mikroRNA byly ziskany vyznamné hodnoty u 5 miRNA
(v pripadé souvislosti s DFIT) a 6 miRNA (v pfipadé souvislosti s OS). Grafy vztahti hladin
expresi nekterych z vybranych signifikantnich mikroRNA s OS a DFI jsou uvedeny
v Ptiloze C a D.

Signifikantni vztah s délkou bezptiznakového obdobi vykazuji miR-320, miR-494,
miR-1980, miR-4487 a miR-99a. Ze ziskanych hodnot expresi téchto miRNA vypliva, Ze
Vv ptipadé€ nizkych ptedoperacnich hladin kazdé z vySe zminénych mikroRNA, ma pacient

po operacnim zakroku delsi trvani bezptiznakového obdobi, jak je patrné z Tabulky 1:
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Tabulka 1: Vyznamné miRNA a jejich hladiny exprese v souvislosti s délkou
bezpriznakového obdobi (DFI).

Vyznamné - o
MIRNA Hladiny jejich exprese Odhad DFI [mésice] P hodnota
. Nizka 40,1
miR-320 0,009
Vysoka 17,2
. Nizka 43
miR-494 0,018
Vysoka 17,3
. Nizka 40,6
miR-1980 0,001
Vysoka 15
. Nizka 36,2
miR-4487 0,048
Vysoka 23,7
. Nizka 41,6
miR-99a 0,008
Vysoka 15,4

Zdroj: Autor podle dat Ustavu biologie LF UK v Plzni, 2022.

Zaroven ptedoperacni hladiny molekul miR-221, miR-320, miR-494, miR-1260,
miR-1980 a miR-99a se vyznacuji obdobnym vztahem s délkou celkového pieziti pacienta.
Z uvedené Tabulky 2 je patrné, ze pokud jsou hladiny téchto miRNA pted operaci nizké,

doba celkového pieziti pacienta po opera¢nim zakroku roste a naopak:

Tabulka 2: Vyznamné miRNA a jejich hladiny exprese v souvislosti s délkou celkového
preziti (OS).

Vyznamné N o
MIRNA Hladiny jejich exprese Odhad OS [mésice] P hodnota
. Nizka 40,8
miR-221 0,026
Vysoka 27,9
. Nizka 44 4
miR-320 0,016
Vysoka 21,9
: Nizka Nehodnotitelné
miR-494 0,009
Vysoka 15
. Nizka 40,8
miR-1260 0,026
Vysoka 28
. Nizka 40,9
miR-1980 0,024
Vysoka 22
. Nizka 42,2
miR-99a 0,017
Vysoka 20,7

Zdroj: Autor podle dat Ustavu biologie LF UK v Plzni, 2022.
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10.3 Shrnujici zodpovézeni vyzkumnych otazek
1. Umoziuje plazma ziskand ze vzorka periferni krve pacientd s melanomem izolaci

dostatecného mnozstvi RNA pro analyzu exprese mikroRNA?

Ano, umoziuje. Dikazem je vlastni probéhnuti RT real-time PCR a naméfeni
exprese u fady vzorkd s hodnotami Ct niz8imi nez 35. Po statistickém zhodnoceni bylo
zjisténo, ze 1 u vzorku s niz8i koncentraci 10-20 ng/ul, kterych bylo 29 (58 %) z celkového

poctu vzorkt, bylo mozné provést metodu RT real-time PCR.

2. Dosahuje RNA izolovana z plazmy pacientli 1écenych pro melanom dostate¢né Cistoty

pro stanoveni exprese metodou RT real-time PCR?

Po ptfedchozich zkuSenostech s Cistotou izolované RNA z riznych zdroju pro ucely
stanoveni exprese metodou RT real-time PCR byly naroky na ¢istotu RNA snizeny oproti
standardnim parametrtim, nebot’ i u téchto vzorka bylo mozné stanovit expresi zkoumanych
molekul. Z toho dtvodu Ize konstatovat, ze 98 % vzorkd ma dostacujici parametry Cistoty

pro provedeni RT real-time PCR.

3. Které molekuly zrodiny mikroRNA (stanovené v ramci panelu LF UK v Plzni)

prokazuji specificky vztah k dobé celkového pieziti a bezptiznakovému obdobi?

Jak jiz bylo fe€eno, cilem vyzkumu je nalezeni prognostickych markert ze skupiny
molekul mikroRNA, které by usnadnily rozhodnuti o adjuvantni 1é¢bé pacientt 1é€enych pro
melanom. Pilotni studie, jejiz provedeni bylo soucasti této bakalaiské prace, umoznila
identifikovat miR-320, miR-494, miR-1980, miR-4487 a miR-99a statisticky signifikantni
ve vtahu Kk bezptiznakovému obdobi a miR-221, miR-320, miR-494, miR-1260, miR-1980

a miR-99a statisticky signifikantni ve vztahu k celkovému preziti.
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DISKUZE

Bakalai'skd prace byla soudasti $irstho vyzkumu probihajiciho na Ustavu biologie
Lékatské fakulty Univerzity Karlovy v Plzni. Pro ¢ast tohoto vyzkumu bylo v ramci
praktické Casti bakalarské prace zpracovano 50 vzorkil plazmy z periferni krve pacientti
léCenych s onemocnénim malignim melanomem, pficemz odbéry byly predoperacni,
pooperacni (1., 3. a4. den) a v obdobi follow-up, tedy pfi 1. — 5. ambulantni kontrole. Prvni
¢asti zpracovani byla izolace molekul RNA ze vzorku s vyuzitim soupravy QIAGEN
miRNeasy Serum/Plazma Kit. Bylo zjisténo, Ze je pro tuto kolonkovou metodu idealni
izolovat vzorky v sadach po 10-15, nebot’ doba mezi zpracovanim jednotlivych vzorki
Vv sad¢ neni na tolik dlouha, aby mohlo dochazet k nezddoucim reakcim u déle stojicich
vzorkl. Celkovéa doba izolace vSech 50 vzorkl Cinila vice nez 11,5 h, pficemz pramérna

doba izolace jedné sady se pohybovala od 120 do 150 minut.

Po statistickém zhodnoceni bylo zjisténo, ze 29 vzorki (tj. 58 %) spadd hodnotami
koncentrace do rozmezi 10-20 ng/ul, coz je dostate¢na koncentrace pro naslednou analyzu
exprese metodou RT real-time PCR. Hodnoty koncentraci zbylych 21 vzorki (tj. 42 %) jsou
pro nasledné stanoveni vice nez uspokojivé, nebot’ se pohybuji v rozmezi 20-100 ng/pul.
Z4adny vzorek nemél koncentraci niz§i nez 10 ng/pl, diky éemuz byly do nésledného
stanoveni RT real-time PCR metodou zafazeny vSechny izolované vzorky. Kromé vyssi
¢asové narocnosti protokolu a diirazu na zru¢nost a peclivost pracovnika je nevyhodou této
1zola¢ni metody vstupni matrial, tedy plazma periferni krve. A€koliv koncentrace molekul
RNA ve vSech vzorcich dosahovala hodnot vhodnych pro nasledné stanoveni, nejvyssi
naméfena hodnota byla 32,8 ng/ul. Z toho vypliva, ze vzorky plazmy z periferni krve
nedosahuji tak vysokych hodnot, jako naptiklad izolace RNA z tkani zpracovanych formou

FFPE blokd.

Cistota izolované RNA vyjadiena pomérem absorbanci 260/280 nm byla spoé¢itana
u vSech 50 izolovanych vzorkl. Po dil¢im rozdé€leni vzorki dle hodnot Cistoty do tii skupin
bylo zjisténo, Ze pouze 1 vzorek mé hodnotu Cistoty nizsi nez 1,30. K naslednému stanoveni
exprese metodou RT real-time PCR byl vsak uznan, vzhledem ke skutec¢nosti, ze se jeho
hodnota 1,29 pohybovala velmi tésn¢ pod danou hranici 1,30 s pfihlédnutim k mozné
odchylce méficich piistroji. Zbylych 49 vzorka se pohybovalo hodnotami ¢istoty v rozmezi
1,30 — 1,80, coz je dle naSich zkuSenosti Cistota dostacujici pro nasledné stanoveni.

Na otdzku, zda ,,dosahuje RNA izolovanad z plazmy pacientti léCenych pro melanom
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dostatecné Cistoty pro stanoveni exprese metodou RT real-time PCR? Ize tak odpovédét
z 98 % kladné.

Druhou komponentou praktické casti bakalafské prace bylo stanoveni exprese
molekul mikroRNA ze vzorki RNA plazmy metodou RT real-time PCR. Z ptivodné
izolovanych 50 vzorkt bylo stanoveni provedeno u 44 vzorkd, které byly vybrany na zékladé
klinickych parametrii pacienti. Metodika postupu byla rozdélena do dvou fazi. V prvni fazi
byla pomoci diagnostické soupravy Applied Biosystems — Taq Man Micro RNA Reverse
Transcription Kit provedena reverzni transkripce. Ve druhé fazi byla ziskand cDNA
z ptedchozi faze ptidana do reakéni smési metody Real-time PCR. Poté se sledoval pribéh
PCR reakce v realném case, ptficemz bylo zji§téno, ze vyrazny narist amplifikaci miRNA
byl primérné zaznamenan mezi 30-33. cyklem. RT real-time PCR je Casové narocna
metoda, nebot’ prvni fdze — reverzni transkripce trva kolem 1 h, 10 min. Samotné PCR trva
ptiblizn€ 1 h, 55 min, pfi¢emz k obéma fazim je nutné ptipocitat zhruba 30 minut manualni

prace laboranta pfi pfipraveé reakce. Celkové tedy metoda trva vice nez 4 hodiny.

Soucasti cili bakalatské prace bylo rovnéz zjistit, zda nékteré miRNA z celkovych
25 vybranych v panelu LF UK v Plzni vykazuji specificky vztah k bezptiznakovému obdobi
a celkovému preziti u pacientti 1é¢enych pro melanom. Na zéklad¢ ziskanych dat expresi
vySetfovanych mikroRNA a vytvofenych grafii bylo mozné urcit 5 konkrétnich miRNA,
které maji souvislost s DFI. Jedna se o miR-99a, miR-320, miR-494, miR-1980 a miR-4487.
U kazdé s téchto miRNA bylo zjisténo, Ze doba bezptiznakového obdobi bude tim delsi, ¢im
niz$i hodnoty exprese dané miRNA byly zachyceny pied operacnim zdkrokem. Odhad trvani
DFI v mésicich byl nejnizsi v ptipadé vysokych piedoperacnich koncentraci miR-1980 — 15
meésict. Naopak nejdelsi DFI bylo odhadnuto v piipade¢ nizkych predopera¢nich koncentraci
MiR-494 — 43 mésicu.

Dale bylo identifikovano 6 konkrétnich miRNA, které¢ vykazuji souvislost s OS. Jsou
to opét miR-99a, miR-320, miR-494 a miR-1980, dale dopIlnéné o miR-221, a miR-1260.
Zjistény vztah byl principialné obdobny vztahu s DFI, tedy ¢im nizsi pfedopera¢ni hladiny
dané miRNA, tim delsi doba celkového pieziti. MiR-494 vykazuje nejvétsi diverzitu mezi
nizkymi a vysokymi hodnotami pfedoperacnich hladin exprese. Vysoka hladina této miRNA
predpovida preziti ptiblizné 15 mésict, zatimco nizké koncentrace ukazuji na vyrazné lepsi
progndzu (pacientiim s nizkymi ptfedoperacnimi hodnotami miR-494 zkoumaného souboru

se dafi pfiznive).
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Ziskané vysledky u signifikantnich miRNA z hlediska vztahu k parametrim pteziti
u maligniho melanomu jsou v souladu a dale rozvijeji informace v jiz publikovanych
studiich. Varrone et Caputo et al., 2020 uvadi jako vyznamné mikroRNA taktéz miR-211 a
miR-340. Stejné tak je dle vyzkumu Starka et al., 2015 signifikantni pro maligni melanom
miR-4487. Tyto vysledky ukazuji nartstajici znalosti o tlohach konkrétnich mikroRNA
ve vzniku a prubéhu nadorového onemocnéni maligni melanom. Diky tomu by se jejich

uplatnéni z hlediska biomarkertt mohlo v budoucnu posunout do klinické praxe.
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ZAVER

Tématem bakalarské prace bylo ,,Stanoveni cirkulujicich mikroRNA u pacient
s melanomem®, nebot’ v souCasné dobé se v celosvétovém méfitku zvySuje incidence
onemocnéni malignim melanomem v populaci. V teoretické ¢asti bakalarské prace byly
charakterizovany Konkrétni procesy vedouci ke Kkarcinogenezi. Dale bylo popsano
onemocnéni maligni melanom, véetné nejcastéji vyuzivanych metod pro jeho diagnostiku a
1é¢bu. Zaroven byly objasnény vyhody a nevyhody tekuté biopsie, jakozto eventudlni
nahrady klasickych chirurgickych metod diagnostiky melanomu. V souvislosti s tim byly
popsany molekuly mikroRNA a jejich potencidlni vyuziti jako prognostickych biomarker.
Na zavér teoretické Casti byla rozebrana problematika kvantitativniho stanoveni molekul

mikroRNA pomoci molekularné biologickych metod, jako je PCR nebo NGS.

Prakticka ¢ast bakalaiské prace se vénovala izolaci molekul mikroRNA z plazmy
periferni krve pacienttl 1écenych pro melanom, stanoveni hladin exprese téchto molekul a
statistické zhodnoceni ziskanych hodnot. Bylo zji§téno, Ze plazma izolovana kolonkovou
metodou s vyuzitim soupravy QIAGEN miRNeasy Serum/Plazma Kit je dostate¢né vytézna
pro ziskani vhodného mnozstvi RNA pro nasledné stanoveni. Zaroven molekuly RNA
vykazuji pro nasledné stanoveni pfevazné vhodnou dCistotu. Stanoveni hladin exprese
jednotlivych molekul mikroRNA bylo provedeno metodou RT real-time PCR. Pro reverzni
transkripci byl pouZita souprava Taq man MicroRNA Reverse Transcription Kit, pro
Real-time PCR souprava Tag Man Universal Master Mix Il a Tag Man MicroRNA Assay.
Na pilotnim souboru pacientli bylo na zakladé ziskanych hodnot expresi identifikovano 6

miRNA, které vykazuji vztah s OS, a 5 miRNA, které vykazuji vztah s DFI.

Vysledky ziskané v praktické ¢asti bakalaiské prace predstavuji pfinosné informace
pro vyzkum Ustavu biologie Lékaiské fakulty Univerzity Karlovy v Plzni. Pokud by se
po provedeni analyzy vSech stovek vzorkil zatfazenych do vyzkumu potvrdily vysledky
prezentované v bakalaiské praci, mohly by vySe jmenované molekuly mikroRNA nalézt
v budoucnu uplatnéni jako prognostické markery pii rozhodovani o adjuvantni lécbé

pacientd 1é¢enych pro melanom.
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PRILOHY

Piiloha A — Tabulka izolovanych vzorku véetné naméirenych koncentraci, hodnot

Cistoty a doby odbéru vzorku.

Tabulka 3: Seznam izolovanych vzorkii véetné koncentraci RNA, ¢asového urceni odbéru
a cistot ziskané RNA (1. cast).

Cislo vzorku | ID ¢&islo pacienta Doba odbéru CRrNA [ng/ul] 2C61(SJ;(2)§(1)
1 Pted operaci 24,3 1,51
4 Po operaci 23,7 1,48
16 706120 1. den po operaci 17,4 1,67
19 3. den po operaci 23,0 1,40

34 Pted operaci 14,5 1,67
38 595503 Po operaci 16,8 1,43
48 1. den po operaci 21,8 1,56
50 Pted operaci 15,3 1,48
67 530925 Po operaci 23,6 1,55
73 1. den po operaci 20,5 1,49
79 Pted operaci 17,0 1,42
85 Po operaci 23,7 1,42
80 1. den po operaci 21,4 1,56
86 430804 4. den po operaci 25,3 1,58
146 1. ambulantni kontrola 19,4 1,51
152 2. ambulantni kontrola 14,4 1,39
150 Pted operaci 19,1 1,46
156 Po operaci 18,1 1,63
163 1. den po operaci 11,3 1,40
168 455411 1. ambulantni kontrola 17,1 1,69
196 2. ambulantni kontrola 25,7 1,33
199 3. ambulantni kontrola 24,4 1,53
226 Pted operaci 16,7 1,35
234 Po operaci 20,5 1,63
248 410728 1. den po operaci 16,8 1,48
251 3. den po operaci 17,9 1,40
278 Pted operaci 23,0 1,60
281 Po operaci 19,3 1,70
293 1. den po operaci 15,0 1,64
299 720326 3. den po operaci 21,1 1,57
332 1. ambulantni kontrola 20,3 1,45
338 2. ambulantni kontrola 24,1 1,42
371 Pted operaci 14,8 1,41
374 245929 Po operaci 18,5 1,51

Zdroj: Autor podle dat Ustavu biologie LF UK v Plzni, 2022.




Tabulka 3: Seznam izolovanych vzorkit véetné koncentraci RNA, c¢asového urceni odbéru
a cistot ziskané RNA (2. cast).

Cislo vzorku | ID ¢&islo pacienta Doba odbéru CRrNA [ng/ul] ;618;;;%
375 1. den po operaci 19,3 1,53
379 545929 1. ambulantni kontrola 19,1 1,34
415 2. ambulantni kontrola 20,8 1,48
418 3. ambulantni kontrola 16,5 1,33
431 Pted operaci 30,3 1,52
434 Po operaci 15,5 1,35
452 1. den po operaci 12,2 1,37
456 570919 3. den po operaci 15,1 1,31
514 1. ambulantni kontrola 19,3 1,53
517 2. ambulantni kontrola 26,5 1,39
855 3. ambulantni kontrola 19,9 1,29
803 570209 4. ambulantni kontrola 32,8 1,76
804 456201 5. ambulantni kontrola 18,6 1,66
808 790407 4. ambulantni kontrola 18,7 1,57
809 545508 4. ambulantni kontrola 18,6 1,66
856 520316 1. ambulantni kontrola 30,7 1,48

Zdroj: Autor podle dat Ustavu biologie LF UK v Plzni, 2022.




Piiloha B —Tabulka hodnot expresi vyznamnych miRNA majicich vztah k DFI anebo

k OS.

Tabulka 4: Hodnoty expresi vyznamnych mikroRNA majici vztah k DFI anebo k OS (1.

cast).
Vysvétlivky: Nedet. Ct... Nedetekované Cr
Cislo Hodnoty exprese [CT]

Vzorku ["mir-99a | miR-221 | miR-320 | miR-494 | miR-1260 | miR-1980 | miR-4478
1 36,725 | 33,510 | 29,625 |Nedet.Cr| 32,590 | 36,300 30,830
4 36,145 | 33,020 | 30,480 | 37,560 | 32,310 | 36,880 30,960
16 38,200 | 36,085 | 31,355 | 43,930 | 32,400 |Nedet.Ct| 32,055
19 38,220 | 34,520 | 31,365 | 37,850 | 33,185 | 35,230 32,450
34 36,965 | 34,685 | 30,770 | 38,000 | 32,560 | 36,520 33,305
38 33,710 | 33,400 | 31,025 | 41,910 | 31,960 | 47,340 33,130
48 33,705 | 33,755 | 29,850 | 37,090 | 32,550 | 37,940 32,950
50 35,360 | 33,835 | 29,630 |Nedet.Ct| 32,275 | 36,690 32,580
67 44,710 | 37,600 | 36,900 |Nedet.Ct| 35,150 | 47,960 36,120
73 31,540 | 34,445 | 29,765 |Nedet. Cr| 32,535 |Nedet. Ct| 32,740
79 37,425 | 34,085 | 28,830 |Nedet.Cr| 32,670 | 38,420 32,870
85 35030 | 33,160 | 27,860 |Nedet.Crt| 31,585 | 33,620 32,665
80 35900 | 34,830 | 28,735 |Nedet.Ct| 31,695 | 35,180 33,170
86 35530 | 34,100 | 29,520 |Nedet.Ct| 31,160 | 49,660 33,110

146 35,720 | 34,140 | 28,800 |Nedet.Ct| 33,130 |Nedet.Ct| 34,965
152 37,260 | 34,980 | 30,485 |Nedet.Crt| 33,595 | 36,180 34,945
150 38,930 | 35510 | 30,675 |Nedet. Cr| 33,495 | 38,040 34,465
156 35,080 | 33,780 | 29,060 | 37,850 | 32,520 | 46,430 34,185
163 38,630 | 35,380 | 30,310 | 40,750 | 34,880 | 36,600 34,840
168 |Nedet. Ct| 35,460 | 31,430 | 37,190 | 34,475 | 37,610 | Nedet. Ct
196 37,430 | 34,345 | 29,480 | Nedet. Ct| 33,0300 | 38,360 34,015
199 38,480 | 34,965 | 29,445 | 37,600 | 33,035 | 35,660 33,820
226 37,060 | 34,235 | 29,330 |Nedet.Cr| 33,375 | 36,050 32,500
234 | 37,240 | 35,010 | 29,550 |Nedet.Cr| 33,810 | 36,810 32,980
248 35,500 | 35,810 | 30,680 | 38,460 | 32,860 | 46,160 33,500
251 39,340 | 36,055 | 31,445 |Nedet. Cr| 32,680 | 35,640 33,340
278 36,490 | 35480 | 31,840 |Nedet.Cr| 34,565 | 36,030 35,840
281 38,600 | 37,760 | 33,770 | 37,620 | 34,615 | 38,870 35,960
293 | Nedet. Ct| 35,475 | 30,600 | 43,720 | 34,005 | 37,785 34,150
299 35,595 | 34,450 | 30,675 | 38,920 | 32,690 | 36,310 34,430
332 39,220 | 34,995 | 29,440 | 40,640 | 32,065 | 35,300 33,310
338 38,990 | 33,920 | 29,265 | 37,590 | 32,500 | 36,930 33,595
371 36,030 | 31,900 | 25,075 | 36,835 | 31,800 |Nedet.Ct| 32,815
374 | 35880 | 33,995 | 28,640 |Nedet. Ct| 31,645 |Nedet.Cr| 32,110
375 35,490 | 34,600 | 28,600 | 39,940 | 31,880 |Nedet.Ct| 32,700

Zdroj: Autor podle dat Ustavu biologie LF UK v Plzni, 2022.




Tabulka 4: Hodnoty expresi vyznamnych mikroRNA majici vztah k DFI anebo k OS (2.

cast).

Vysvétlivky: Nedet. Ct... Nedetekované Cr

Cislo Hodnoty exprese [CT]
vzorku miR-99a | miR-221 | miR-320 | MmiR-494 | miR-1260 | miR-1980 | miR-4478

379 35,935 35,425 30,100 36,590 31,810 | Nedet. Ct| 33,660
415 36,630 34,375 29,230 39,285 33,345 | Nedet. Ct| 33,410
418 37,850 35,185 29,740 41,720 32,915 | Nedet. Ct| 33,255
431 37,910 33,290 29,925 37,250 32,655 | Nedet. Ct| 32,620
434 36,390 34,225 30,050 | Nedet.Ct| 32,800 |Nedet.Ct| 32,540
452 | Nedet. Ct| 34,325 28,845 | Nedet. Ct| 34,060 34,570 33,305
456 | Nedet. Ct| 33,160 29,645 | Nedet. Ct| 32,940 38,460 32,090
514 39,750 34,270 29,770 38,110 32,620 34,320 33,450
517 | Nedet. Ct| 34,925 29,420 | Nedet. Ct| 32,570 37,545 33,120

Zdroj: Autor podle dat Ustavu biologie LF UK v Plzni, 2022.




Piiloha C — Grafy vztahu hladin expresi vybranych miRNA s bezpiiznakovym
obdobim (DFI).

Graf 4: Vztah predoperacnich hladin exprese miR-320 s bezpriznakovym obdobim (DFI).
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Zdroj: Upraveno dle Dattatrya Shetti, Ph.D., Ustav biologie LF UK v Plzni, 2022.

Graf 5: Vztah predoperacnich hladin exprese miR-1980 s bezpriznakovym obdobim (DFI).
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Zdroj: Upraveno dle Dattatrya Shetti, Ph.D., Ustav biologie LF UK v Plzni, 2022.



Graf 6: Vztah predoperacnich hladin exprese miR-4487 s bezpriznakovym obdobim (DFI).
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Zdroj: Upraveno dle Dattatrya Shetti, Ph.D., Ustav biologie LF UK v Plzni, 2022.



Piiloha D — Grafy vztahu hladin expresi vybranych miRNA s celkovym preZitim
(OS).

Graf 7: Vztah predoperacnich hladin exprese miR-494 s celkovym prezitim (OS).
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Zdroj: Upraveno dle Dattatrya Shetti, Ph.D., Ustav biologie LF UK v Plzni, 2022.

Graf 8: Vztah predoperacnich hladin exprese miR-1260 s celkovym prezitim (OS).
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Zdroj: Upraveno dle Dattatrya Shetti, Ph.D., Ustav biologie LF UK v Plzni, 2022.



Graf 9:

Vztah predoperacnich hladin exprese miR-99a s celkovym prezitim (OS).
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Zdroj: Upraveno dle Dattatrya Shetti, Ph.D., Ustav biologie LF UK v Plzni, 2022.



